Aus dem
Deutschen Herzzentrum und der I. Medizinischen Klinik und Poliklinik,
Klinikum rechts der Isar
der
Technischen Universitat Mlnchen
(Direktor: Univ.-Prof. Dr. A. Schémig)

VASP — EIN ZENTRALER REGULATOR DER THROMBOZYTENFUNKTION

IN VIVO

Julia Caroline Kersting

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultét fir Medizin der Technischen Universitat
Minchen zur Erlangung des akademischen Grades eines Doktors der Medizin genehmigten

Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. D. Neumeier

Prufer der Dissertation: 1. Priv.-Doz. Dr. St. MaRberg
(schriftliche Beurteilung)

1. Priv.-Doz. Dr. D. ZohlInhofer
(mundliche Prufung)

2. Univ.-Prof. A. Kastrati

Die Dissertation wurde am 15.02.2006 bei der Technischen Universitat Minchen

eingereicht und durch die Fakultat fir Medizin am 15.11.2006 angenommen.



1 EINLEITUNG 3
L1 DIE GEFABWAND ....ccutiiiitiieeittee ettt eeetteeeasteeeeetseeessseeasssseeassseseassseeaassseesassaseassseaasssseeassseeeasssseasnssesesssaeensseeeansseens 4
111 DAS ENUONE ....ocuviiteceictece ettt b et e e be e e s be e s e e beeatesbeesseabeeatesbeenseabeeneesbeensebesaeesreans 4

1.2 THROMBOZYTEN UND IHRE ROLLE INNERHALB DER HAMOSTASE .......cuvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeciteeeeeeeeectveeeeeeeeeenaeeeeeeeeeanns 5

121 Thrombozytére Membranglykoproteine

1.2.1.1 GPIIDATITA ettt ettt skttt s st neenen
1.2.1.2 PoSELEKLIN ...ttt 8
1.3 STICKSTOFFMONOXID UND SEIN WIRKMECHANISMUS.......coutetiruieteniienrenttetenieentenseetesseesesseessesseensesseensesseesenseennes 8
131 Das NO-Systemund sein biologisChe Effekt .........cocieiiiiiie e 8
132 NO-vermittelte Sgnaltransduktion in ThroMDOZYEEN. .........cccoeiiiireieeee e
1.4  PROSTAZYKLIN UND SEIN WIRKMECHANISMUS IN THROMBOZYTEN...
1.5  VASODILATOR-STIMULATED PHOSPHOPROTEIN (VASP) ..c..eiiiiiieiie ettt
2 ZIEL DER STUDIE 17
3 MATERIAL UND METHODEN 19
3.1 MATERIAL ...ttt ettt h e et a e et h bt e e e et s e et et ne e eneeneenis 19
311 Yo 1< 10= 8 (U 1o = o VOSSR 19
312 Versuchstiere
3.2 METHODEN ..ottt ettt ettt e et a e et a e e e e e e et e st et e e et et e e e e et es e e st et et e ene e e eneeneenes
321 IN ViVO FlUOr €SZENZMIKI OSKOPI©......c ettt sttt sttt st e e e ae e e e e e e e e eseeneeneeeeseennan 20
3.2.1.1 TECNNISCRES SETUP ...veuvieiieiieiieie ettt ettt ettt et et e st et e s e ebesseesbeesaessesseenseesaensasssensenseensesseensan 20
32.1.2 INATKOSE ..ttt ettt ettt ettt st e ekt b et e st e et es e ekt e b et et e st enten e bt et et e b et et eneeneas 21
3213 ThromboZytenPIrAPArAtION ......c.ccceruiriiriitiieiiierttetert ettt ettt sttt st nene
32.14 Préparation des Empféangertieres
32.1.5 MIKrOSKOPIETSCREIMA ......c.eeiiiiiieeee ettt ettt
3.2.1.6 Auswertung der VideoaufNahmen ... .....cc.coeiiiiiiininieiiiicecsee et 23
322 HiSLOMOT PROMBLIIE ...t b et b et b e 23
3.3 VERWENDETE REAGENZIEN .......oitiiiiiiiiiiiiiitiitietereet ettt s ens 25
331 Y010 (STl U1 = OSSR 25
332 ParaforMalAENYA. ..ot 25
3.4 ARBEITSPROGRAMM ......oiiiiiiiiiititiieieiieitete ettt e et a e e et s e s ae et a e e et es e e b e e e e eae s e e e e eseeseseeeaesae e eneeneeneenes 25
341 Einfluss von VASP auf die Thrombozytenadh&sion unter physiologischen Bedingungen invivo........... 25
34.1.1 Thrombozyten-Endothelzellinteraktionen in Wildtyp- und VASP”-MAUSeN ..........ooveevereveennnnn. 25
34.1.2 Bedeutung von P-Selektin und GPIIb-1la fiir die Thrombozytenadhésion in VASP™-Méusen. .. 26
342 Einfluss von VASP auf die Thrombozytenadh&sion unter pathophysiol ogischen Bedingungen in vivo ... 26
34.2.1 Thrombozytenadhdsion nach Reaktion auf Ischdmie und Reperfusion............ccoeeeveriieeenienennnen. 26
3422 Thrombozytenadhision nach GeféaBverletzung — Effekt von NO.........occooiiiiiiiiinieee 27
3423 Bedeutung von GPIIb-IlIa fiir die Thrombozytenadhésion nach Endotheldenudation.................. 28
3424 Beurteilung der Thrombozyenadhision in APOE” -MAUSEN ............c..vereveeereeeeereereceseeseeerseeeeens 28
3425 Bedeutung von VASP fiir das vaskuldre Remodeling ...........ccoeveiiiiininineeceeeecece 29

3.5  STATISTISCHE ANALYSEN

4 ERGEBNISSE 31

4.1  VASP REGULIERT DIE THROMBOZYTENADHASION UNTER PHYSIOLOGISCHEN BEDINGUNGEN INVIVO .................... 31



411 Verstérkte Thrombozyten-Endothel zel linteraktion in VASP-defizienten MEuUSen ..........cocooeeeeenenenienen. 31
412 P-Selektin und GPI1b-l11a vermitteln die transiente und feste Adh&sion von VASP"'-Thronbozyten ...... 32
4.2 VASP REGULIERT DIE THROMBOZYTENADHASION UNTER PATHOPHSIOLOGISCHEN BEDINGUNGEN INVIVO............. 34

421 VASP reguliert die Thrombozytenadh&sion an das postischamisch verénderte Endothel von

IMITKFOGEFAIBEN ...ttt b b e bt e bbbt b et n et e b 34

422 VASP"-Thrombozyten zeigen vermehrte Adhésion nach endothelialer Denudation................cccveeeene.. 36
423 GPIIb-111a vermittelt die Adhasion von VASP"-Thrombozyten an die subendotheliale Matrix. ............ 37
424 VASP"-Thrombozyten sprechen nicht auf StickStoffMONOXid @N...............oovweereeeereeeereeeeeeeeeeeseeseesseeesenes 38
425 VASP reguliert die Thrombozyten-Endothel zellinteraktion in der friihen Atherosklerose...........c.ceue... 40
426 Der Verlust von VASP induziert die Mediahypertrophie............cccoeeeiirenenenniesese e 42
DISKUSSION 44
5.1  DISKUSSION DER ANGEWANDTEN EXPERIMENTELLEN VERFAHREN ........ccututiteutetetetetentssesenseseseseneesenessesensesensesenes 44
511 (DT = oo = | USRS 44
512 Intravital mikroskopische Charakterisierung der Zell-Zell-Interaktionen...........cooveeveernreeneccneeenenns 45
5.1.3 Histomor phometrische Charakterisierung und Quantifizierung der Atherosklerose...........cccevvvvcierienen. 46
5.2 DISKUSSION DER ERGEBNISSE........eeitttitterittaiteniteeteesiteestee sttt esteesateesteesateestsesaseessaeenseesaseeseesaseenseesaseenseesnseennnenns 48
ZUSAMMENFASSUNG 53
LITERATURVERZEICHNIS 54
ABKURZUNGSVERZEICHNIS 69

DANKSAGUNG 71



1 EINLEITUNG

Artherosklerotische Gefafldsionen sind die Hauptursache ischdmischer Erkrankun-
gen wie Myokardinfarkt und Schlaganfall. In den westlichen Nationen sind ca. 30% der
Todesfille auf Erkrankungen zuriickzufiihren, die auf thrombotisch-ischimischen GefaB3-
veranderungen basieren. Im Jahr 2001 starben in Deutschland nach Angaben des statisti-
schen Bundesamtes 245.000 Menschen an koronarer Herzerkrankung und den Folgen des
Herzinfarktes.

Als Reaktion auf die steigende Inzidenz atherosklerotischer Erkrankungen ergeben
sich zwei wichtige Konsequenzen fiir die moderne Medizin. Auf der einen Seite steht die
Therapie, die bei Vorliegen eines akuten Koronarsyndroms die Mortalitit zu senken ver-
mag.”® Auf der anderen Seite stehen die Privention und damit die Reduktion der Inzidenz
atherosklerotischer GefdBBverdnderungen. Sie nimmt bei den kontinuierlich ansteigenden
Zahlen erkrankter Personen eine grofie Bedeutung ein.’” Um priventive MaBnahmen und
neue therapeutische Strategien auszubauen und zu optimieren, ist es unerlésslich, die
zugrunde liegenden Pathomechanismen besser zu verstehen.

Interaktionen zwischen Blutzellen und der GefaBBwand spielen eine herausragende
Rolle fiir die Manifestation der Atherosklerose und ihrer Komplikationen. Die Regulation
der Zell-GefaBwandinteraktionen ist ein komplexes Zusammenspiel verschiedenster Zellen
und Regulatorproteine. Vor allem Thrombozyten, Leukozyten, Endothelzellen und glatte
Muskelzellen sind daran beteiligt. In der vorliegenden Studie stehen die Analyse der phy-
siologischen und pathophysiologischen Bedeutung von Thrombozyten und ihr Adhésions-
verhalten an die GefaBwand im Mittelpunkt. Dabei soll der Einfluss eines insbesondere in
Thrombozyten und aber beispielsweise auch in Endothelzellen exprimierten Proteins auf
die Funktion von Thrombozyten ndher analysiert werden. Das vasodilator-stimulated
Phosphoprotein (VASP) ist ein 46kDa Protein menschlicher Thrombozyten, das unter dem
Einfluss von Vasodilatatoren wie Prostazyklin und NO in den phosphorylierten Zustand
iibergeht.”! Die Rolle von VASP bei der Regulation der Thrombozytenadhésion konnte
bislang nicht geklirt werden. Ziel der Arbeit ist es, die Bedeutung von VASP im Bezug auf

diese Mechanismen herauszuarbeiten und anhand verschiedener Versuchsansitze dessen



Einfluss unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen in vivo zu analysie-

ren.

1.1 DIE GEFABWAND

Der Aufbau der Arterienwand gleicht drei ineinander geschobenen Rohren. Die Inti-
ma bildet die innerste Schicht. Sie lésst sich in das einschichtige Endothel (Lamina endo-
thelialis), eine Basalmembran und das bindegewebigen Subendothel (Stratum subendothe-
liale) unterteilen. Es folgt die Membrana elastica interna, die die Intima von der Media
trennt. Die mittlere Schicht der GefdBwand zeichnet sich durch mehrere Lagen glatter
Muskulatur und einen variablen Anteil elastischer oder kollagener Fasern aus. Die sich
anschlieBende Membrana elastica externa trennt wiederum die Media von der aullen gele-
genen Adventitia. Diese besteht aus einem Netzverband fibroelastischer Fasern des Kolla-
gen-Typs . Sie ist mit dem Bindegewebe des Organs verbunden, durch das der jeweilige

GefiBabschnitt 1duft.*’

1.1.1 Das Endothel

Das Endothel ist das grofite autokrine, parakrine und endokrine Organ des Korpers.
Es umfasst beim Menschen eine Fliche von etwa 700m? bei einem Gewicht von ca. 1.5
kg.**° Die Endothelzellen der Intima sind maBgeblich daran beteiligt, die Homdostase und
Integritat der GefaBwand aufrechtzuerhalten. Dariiber hinaus ist es eine biochemisch aktive
Oberfldche, die den thrombogenetischen Prozess kontrolliert und fiir die Regulation essen-
tieller Funktionen wie GefaBreparatur, Gefdlltonus, Entziindungsreaktionen und immuno-
logische Prozesse verantwortlich ist.® Unter physiologischen Bedingungen agiert das Endo-
thel als eine anti-thrombogene Oberfldche, die die Aktivierung, Adhésion und Aggregation
von Thrombozyten und Leukozyten verhindert. Es wirkt einer Fibrinablagerung und
Thrombinbildung entgegen und fordert dariiber hinaus die Bildung vasoaktiver Substan-
zen. Unter der Einwirkung physikalischer und inflammatorischer Reize wandelt sich das
Endothel in eine proadhésive und prokoagulatorische Oberfliche um. Das physiologische

Endothel wird in diesem Zustand zu einem dysfunktionelles Endothel.>*” Mogliche Trig-



ger einer endothelialen Dysfunktion sind iiber viele Jahre einwirkende pathologische Sti-
muli, wie chronische Hypertension, Dyslipiddmie, freie Radikale durch Nikotinabusus,
Diabetes mellitus, genetische Verdnderungen und die Kombination dieser Faktoren.

Im Prozess der Dysfunktion kommt es zur vermehrten Expression des von Wille-
brand Faktors (vVWF), der im Zusammenhang mit der Interaktion von Thrombozyten und
der GefiBwand steht.” Dariiber hinaus werden zahlreiche weitere thrombozytire und en-
dotheliale Faktoren aktiviert. Ein weiteres wichtiges System, das im Zustand endothelialer
Dysfunktion in seiner Funktion gestort wird, ist das Stickstoffmonoxid-System und damit
die endothelabhédngige Relaxation. Auf die Bedeutung dieses Regelkreises und die Aus-
wirkung einer endothelialen Dysfunktion wird im weiteren Verlauf der Arbeit néher einge-
gangen.

Charakteristisch fiir den Effekt einer endothelialen Dysfunktion sind eine gesteigerte
Adhésion sowohl von Thrombozyten als auch von Leukozyten an die intakte Endothelzell-
schicht.® Dies fiihrt zu verstirkter Thrombozytenadhésion und Thrombozytenaktivierung,
sowie zu vermehrter Leukozytenaktivierung. Des Weiteren kommt es zu einer verdnderten
Vasoreaktivitit mit Vasokonstriktion.”*® Zusitzlich wird die Proliferation glatter Muskel-
zellen der Media gefordert. Schon in zahlreichen fritheren Arbeiten der eigenen Arbeits-
gruppe wurde betont, dass Thrombozyten direkt an das intakte Endothel - ohne Vorliegen
einer Endothelschidigung - adhidrieren koénnen.””**”*>* Die Adhision fiihrt im Weiteren
zur vermehrten Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten, was einen frithen Schritt
im atherosklerotischen Geschehen darstellt. Am Ende steht schlieBlich die atheroskleroti-
sche Plaque und der Verschluss des Gefdfles, was zum klinischen Bild des Myokardinfakts
und Schlaganfalls fiihrt.

1.2 THROMBOZYTEN UND IHRE ROLLE INNERHALB DER HAMOSTASE

Thrombozyten werden im Knochenmark aus Megakaryozyten gebildet. Im periphe-
ren Blut sind sie die kleinsten korpuskuldren Bestandteile mit einem Durchmesser von 2
bis 4um. Thre physiologische Konzentration liegt beim gesunden Menschen bei 150000 bis
450000 pro pl Blut.”*>'®* Thrombozyten werden aufgrund ihrer Kernlosigkeit als anukleé-

re Zellen bezeichnet. Die durchschnittliche Uberlebenszeit im peripheren Blut ist mit 7-10



Tagen relativ kurz, wobei ca. 70% ihres Bestandes im Blut zirkuliert und 30% in der Milz
gespeichert sind. Der Abbau erfolgt im retikuloendothelialen System der Leber und Milz.
Im nicht-aktivierten Zustand zeigen Thrombozyten eine typische diskoide Gestalt mit
einer durchschnittlichen Oberfliche von 8um”. Die Aktivierung durch 15sliche Agonisten
wie ADP oder Thrombin fiihrt zur Anderung ihrer Form mit Ausbildung von Plasma-
membranausldufern, den so genannten Pseudopodien. Auf diese Weise vergroBert sich ihre
Oberfliche auf 13um®.'" Thrombozyten sind einerseits fiir die Blutstillung und anderer-
seits fiir die Einleitung der Gerinnung verantwortlich. Der Kontakt mit 16slichen Agonisten
(ADP, Thrombin, Kollagen, Fibrinogen, Thromboxan A;), mit freiliegenden subendotheli-
alen Strukturen (VWF, Kollagen, Fibronektin) oder dem dysfunktionellen Endothel (endo-
thelialer vWF, GPIIb-IIIa, P-Selektin) aktiviert Thrombozyten und initiiert deren Adhésion
an die GefdaBwand. Durch die Entleerung thrombozytédrer Granula und Ausschiittung weite-
rer Mediatoren werden erneut Thrombozyten rekrutiert und zahlreiche Zell-Oberflidchen-
und Zell-Zell-Interaktionen in Gang gesetzt. Glykoproteine der Thrombozytenoberflédche
spielen bei der Adhision eine zentrale Rolle.® Im Rahmen der Adhision werden
proinflammatorische und chemotaktisch aktive Zytokine, sowie vasoaktive Substanzen
freigesetzt.® Dem Prozess der Thrombozytenadhision und —aktivierung wirken endothelia-
le Faktoren entgegen. Insbesondere vasodilatierende Substanzen, wie Stickstoffmonoxid
(NO) und Prostazyklin wirken antikoagulatorisch sowie antiadhdsiv und induzieren die
Dilatation des GefdBles. Sie fordern die Ausschwemmung prokoagulatorischer Substanzen
und vermindern den Kontakt der Thrombozyten mit der GefdBwand. Des Weiteren wird
diesen Substanzen ein direkter Effekt auf die Thrombozytenaktivitdt und Adhésion zelluli-
rer Elemente an das Endothel zugesprochen®, auf den im weiteren Verlauf der Arbeit niher

eingegangen wird.

1.2.1 Thrombozytire Membranglykoproteine

Die Mechanismen wihrend der Hamostase und Gerinnung setzen ein enges und ge-
ordnetes Zusammenspiel zwischen Thrombozyten, Endothel, Strukturen der GefiaBwand

und plasmatischen Gerinnungsfaktoren voraus. Adhdsionsprozesse, die durch zahlreiche



spezifische Adhisionsrezeptoren reguliert werden, spielen eine zentrale Rolle in diesem
Geschehen. Thrombozyten exprimieren Glykoproteine auf ihrer Membran, die Interaktio-
nen untereinander (GPIIb-IIIa), mit der subendothelialen Matrix (VWF, Kollagen), mit
plasmatischen Gerinnungsfaktoren (vWF), sowie mit Endothelzellen (GPIIb-I1la) und
Leukozyten (P-Selektin) ermdglichen. Sie werden gemiR ihrer Molekiilstruktur in vier
Gruppen eingeteilt: Integrine, leuzinreiche Glykoproteine, Selektine und Rezeptoren vom
Immunglobulintyp.**"

Zwei dieser Proteine spielen fiir die im weiteren Verlauf dieser Studie durchgefiihr-
ten Versuche eine wichtige Rolle und sollen deswegen gesondert erwéhnt werden. Es han-

delt sich um den Fibrinogenrezeptor GPIIb-IIla, der zu den Bs- Integrinen gehort, und das
P-Selektin, das zu den Selektinen z&hlt.

1.2.1.1 GPlib-llla

Glykoprotein IIb-11Ia wird auch als Fibrinogenrezeptor bezeichnet und gehdrt zu den
Bs-Integrinen auf Thrombozyten. Es ist Bestandteil der a-Granula und der thrombozytéren
Plasmamembran. MengenmafBig steht es mit einer Oberfldchenbesetzung von 60.000 bis
100.000 Rezeptoren pro Thrombozyt an erster Stelle thrombozytirer Membranglykopro-

. 16,44,50
teine. "

Die Hauptfunktion des Fibrinogenrezeptors besteht darin, Fibrin an der
Thrombozytenoberfliche zu binden und somit die ersten Schritte der Thrombozytenaggre-
gation einzuleiten. Ist ein Thrombozyt im nicht aktivierten Zustand, ist der Fibrinogenre-
zeptor an der Oberfliche im Ruhezustand und bindet nur Fibrin und immobilisiertes Fibri-
nogen, das nicht im Plasma gelost ist. Nach Aktivierung kommt es zu einer raschen Kon-
formationséinderung des Rezeptors mit Ubergang in den aktiven hochaffinen Zustand, was
die Bindung von im Plasma gelostem Fibrinogen an Thrombozyten zur Folge hat. Diese
Konformationsdnderung wird durch Thrombozytenagonisten wie ADP und Thrombin in-
duziert.” GPIIb-IIla vermittelt die Aggregation von Thrombozyten und die Adhésion akti-
vierter Thrombozyten an die intakte Endothelzellschicht.”® In vitro induziert die feste Ad-
hésion von Thrombozyten eine inflammatorische Reaktion der Endothelzellen, was damit

wiederum zu vermehrt adhdsiven Eigenschaften und proteolytischer Aktivitit des Endo-

thels fiihrt.>’



1.2.1.2 P-Selektin

P-Selektin gehort zu den vaskuldren Adhésionsrezeptoren, die unterschiedliche Zell-
interaktionen vermitteln. Es kommt sowohl in Thrombozyten als auch in Endothelzellen
vor. In Thrombozyten wird es in den a-Granula gespeichert, im Endothel in den Weibel-
Palade-Korperchen. Sind diese Zellen im Ruhezustand, wird der Rezeptor nicht an der
Zelloberfliche exprimiert. Nach Aktivierung kommt es zur vermehrten Freisetzung und
Oberflachenexpression. Dies fordert am Endothel und an bereits adhidrenten Thrombozyten

die Adhésion von Leukozyten (,,rolling*).

1.3 STICKSTOFFMONOXID UND SEIN WIRKMECHANISMUS

1.3.1 Das NO-System und sein biologischer Effekt
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Abbildung 1:

Darstellung des Entstehungsmechanismus von NO. Die
intrazellulare Ca*™/Calmodulin-Konzentration bestimmt
die Aktivitdt der NO-Synthase, die aus L-Arginin NO
synthetisiert.%



Die Adhésion von Thrombozyten am Endothel spielt eine zentrale Rolle in der Ent-
stehung atherosklerotischer GefdBldsionen. Nach Aktivierung setzen Thrombozyten
proinflammatorische Mediatoren frei und initiieren die Expression von endothelialen
Chemokinen und Adhédsionsmolekiilen. Die rezeptorvermittelte Interaktion zwischen
Thrombozyten und Endothelzellen wird durch ein komplexes Netzwerk humoraler Fakto-
ren moduliert. Stickstoffmonoxid und das NO/cGMP/cGMP-Proteinkinase-I-System als
ein Inhibitor der Thrombozyten sind dabei sowohl unter physiologischen als auch unter
pathophysiologischen Bedingungen von auBerordentlicher Bedeutung.”® Das farb- und
geruchlose Gas NO mit guter Wasserldslichkeit eignet sich wegen seiner kleinen Grof3e
und Lipophilitit hervorragend als zelluldrer Botenstoff.*” Stickstoffmonoxid (NO = nitric
oxide) wird von NO-Synthasen aus der terminalen Guanidino-Nitrogengruppe des L-
Arginin gebildet, deren Aktivitit engmaschig durch die intrazellulire Ca®’-Konzentration
reguliert wird (Abb.1). Die Synthasen sind monomere Proteine der Zellmembran mit Ahn-
lichkeit zu Cytochrom P450. Es wurden bereits 3 Isoformen des Enzyms identifiziert: die
neuronale Isoform (nNOS), die induzierbare Isoform (iNOS) und die endotheliale, konsti-
tutiv exprimierte Isoform (ecNOS).”® Die Aktivitit der ecNOS, die von Endothelzellen und
Thrombozyten exprimiert wird, ist von Ca®*/Calmodulin abhiingig. Mit Anstieg des intra-
zelluldren Kalziums steigt die Aktivitit des Enzyms. Dariiber hinaus gibt es weitere kalzi-
umunabhéingige Mechanismen zur Regulation der cNOS in Thrombozyten und Endothel-
zellen, die bisher jedoch nur unzureichend bekannt sind. Neben einer Verdnderung der
subzelluldren Lokalisation von ecNOS und der Interaktion mit regulatorischen Proteinen,
modulieren Phosphorylierungsprozesse die Aktivitit des Enzyms.">'*® Aggregierende
Thrombozyten vermitteln schlieBlich selbst die Freisetzung von NO durch Adenosin-
diphosphat, ThromboxanA, und Serotonin.

Unter physiologischen Ruhebedingungen ist die Ca®"-abhingige NO-Synthase der
Endothelzellmembran fiir die kontinuierliche vaskulire Ausschiittung von NO zustindig.*’
Durch das vom Endothel gebildete NO wird die koagulatorische Aktivitdt der Thrombozy-
ten reduziert. Dies umfasst die Adhision”, die Aggregation™*** die Sekretion*® und
Rekrutierung weiterer Thrombozyten.”'

Dariiber hinaus hat die Bildung von endothelialem NO entscheidenden Einfluss auf

die Regulation der Vasomotion. Es wirkt an den glatten Muskelzellen der GefaBwand als
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wichtigster bekannter Vasodilatator, wodurch der vaskuldre Tonus den physiologischen
Gegebenheiten angepasst wird."’

Der aktivititsabhéngige Anstieg der endothelialen und thrombozytiren Oberfldchen-
expression von P-Selektin und dem thrombozytidren GPIIb-IITa-Komplex wird ebenfalls
durch NO gehemmt. Wie bereits dargestellt, vermittelt P-Selektin und GPIIb-Illa die Ad-
hdsion von Thrombozyten an dysfunktionelles Endothel. Der hemmende Effekt von NO
auf die Oberfldchenexpression von P-Selektin und den GPIIb-I1Ia-Aktivititszustandes geht
mit vermindertem Leukozyten-,,rolling* und verminderter Bindung von Fibrinogen an den
thrombozytiren Membranrezeptor einher.'”

Eine Reihe von Studien haben des Weiteren gezeigt, dass NO die Monozytenadhisi-

14,18,69
57 und

on an das Endothel und die Zellproliferation im Atheroskleroseprozess hemmt
schlieBlich die Entstehung atherosklerotischer GefaBldsionen nach Ischimie und Reperfu-
sion mindert.”

Nach Aktivierung von Thrombozyten oder Verletzung des Endothels spielt NO, das
von thrombozytidren NO-Synthasen gebildet wird, eine entscheidende Rolle. Im Rahmen
einer fritheren Untersuchung wurden bei der direkten Messung der NO-Produktion in
Thrombozyten nach vorheriger Aktivierung signifikant hohere NO-Konzentrationen ge-
messen.”! Dies macht deutlich, dass Thrombozyten in der Lage sind, ihr Adhisions- und
Aggregationsverhalten durch auto- und parakrine Mechanismen selbst zu regulieren.>* So-
wohl endotheliales als auch thrombozytires NO spielt eine herausragende Rolle innerhalb
der Regulation der Thrombozyten, sowie der Regulation des Vasotonus. Beide Prozesse
sind immens wichtig fiir die Aufrechterhaltung des homdoostatischen Gleichgewichts. Eine
Storung dieser Mechanismen im Zustand der endothelialen Dysfunktion bildet in der Folge
die Entstehungsgrundlage atherosklerotischer GefaBBverdnderungen und thrombotischer
Komplikationen.

Im Bereich atherosklerotischer Lésionen ist die endotheliale NO-Synthese beein-
trachtigt (Endotheldysfunktion), so dass hier vermutlich die thrombozytire NO-Synthese
eine herausragende Rolle fiir die negative Regulation der Zell-Zell-Interaktionen spielt.
Die genaue Bedeutung des thrombozytiren versus endothelialen NO-Systems in vivo ist
jedoch bislang unzureichend geklért und bedarf weiterer experimenteller Untersuchungen.

Die genauen NO-vermittelten Signalwege sind im Detail nicht geklirt. Bekannt ist, dass
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die Wirkung von NO wesentlich durch das zyklische Guanosinmonophosphat (cGMP)
vermittelt wird. Auf diese Signaltransduktionskaskade wird im Folgenden niher eingegan-

gen.

1.3.2 NO-vermittelte Signaltransduktion in Thrombozyten

Nach Freisetzung aus Endothelzellen und Thrombozyten diffundiert NO in die Ziel-
zellen. Zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) wird daraufhin nach Aktivierung einer
16slichen Guanylatzyklase durch NO vermehrt aus GTP gebildet (Abb.2). Ansteigende
Konzentrationen von cGMP fiihren neben einer verminderten Aktivitit der Phospholipase
C zur Hemmung der Inositol 1,4,5-Triphosphatbildung und intrazelluliren Ca®'-
Mobilisation (Abb.2).*”** Die genannten inhibitorischen Effekte werden durch eine cGMP-
abhingige Proteinkinase vermittelt. Die in Thrombozyten vorkommende Proteinkinase I
(cGKI) phosphoryliert im weiteren Verlauf der Signaltransduktionskaskade weitere 3rd
Messenger (Abb.2). Ein wesentliches Substrat ist hier das Vasodilator-stimulated
Phosphoprotein (VASP). VASP als Mediator der Wirkung von NO und seine Bedeutung
fiir die Adhdsion von Thrombozyten wird im Mittelpunkt der weiteren Untersuchungen

dieser Arbeit stehen.
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Abbildung 2:

NO/cGMP/cGKI-Signaltransduktionskaskade in Thrombozyten. Nach Stimulation der NOS durch
Acetylcholin, ATP, Serotonin, Norepinephrine, Substanz P und PAF wird vermehrt NO freigesetzt,
was durch Erhéhung der cGMP-Konzentration tiber Aktivierung der cGMP-abhéngigen Protein-
kinase | (cGKIl) zu unterschiedlichen Effekten fuhrt. Es bewirkt eine Inhibiton von Thrombozyten
durch Phosphorylierung von 3rd messengern, Senkung der intrazellularen Kalziumkonzentration
in Thrombozyten und glatten Muskelzellen und Hemmung der Phospholipase C. NO = nitric oxid,
cGMP = zyklisches Guanosinmonophosphat, cGKI = cGMP-abhangige Proteinkinase I, NOS =
NO-Synthasen, ATP = Adenosintriphoshat, GTP = Guanosintriphosphat, P = phosphorylierter
Zustand, [Ca2+]; = intrazelluldre Kalziumkonzentration

1.4 PROSTAZYKLIN UND SEIN WIRKMECHANISMUS IN THROMBOZYTEN

Neben NO stellt Prostazyklin (PGI,) eine weitere antithrombotische Strategie des
Endothels dar. PGI, wird normalerweise vom inaktiven Endothel ausgeschiittet. Nach Sti-
mulation durch Thrombin, Bradykinin, Histamin, ATP oder Thromboxan (TxA,) wird sei-
ne Freisetzung gesteigert.”' Ebenso wie Thromboxan A, ist Prostazyklin ein Arachidonsiu-
rederivat, das aus Prostaglandin H, (PGH;) gebildet wird. PGI, induziert die Aktivierung
der Gs-proteingekoppelten Adenylatzyklase in glatten GefaBmuskelzellen und Thrombozy-
ten. Es wird vermehrt ATP in zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) umgewandelt,
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was zu einem intrazelluldiren cAMP-Anstieg fithrt (Abb.3). Die cAMP vermittelte Hem-
mung der Thrombozytenaktivierung geschieht bereits bei physiologischen Konzentrationen
in Thrombozyten. Dies ldsst vermuten, dass PGI, zur basalen Kontrolle der Thrombozyte-
naktivitit beitrigt.'”’ Schon geringfiigig ansteigende cAMP-Konzentrationen erhdhen die
Aktivitit der cAMP-abhédngigen Proteinkinase (cAK), sowie weiteren Proteinkinasen
(Abb.3). Durch Phosphorylierung wird die Aktivitdt der Phospholipase C herabgesetzt.
Andererseits hemmt cAMP eine weitere Proteinkinase, die intrazelluldres Kalzium bindet,
was eine geringere Verfiigbarkeit von Kalzium in Thrombozyten und glatten Muskelzellen
zur Folge hat.** SchlieBlich fiihrt der Anstieg von cAMP zu einer Inhibition von GPIIbIIla
und damit zur reduzierten Bereitstellung von Fibrinogenbindungsstellen auf aktivierten
Thrombozyten (Abb.3).>* Unter dem Einluss von Prostazyklin kommt es wiederum zur
Phosphporylierung von 3rd Messengern. VASP ist hier ebenfalls ein wesentliches Substrat
der cAMP-abhéngigen Proteinkinase. Somit stellt das Protein die gemeinsame Endstrecke
der beiden Signaltransduktionswege dar. Es vermittelt damit die Wirkung von NO und
Prostazyklin und hat entscheidenden Einfluss auf die Thrombozytenfunktion in vivo, wie

im weiteren Verlauf der Arbeit deutlich werden soll.
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Abbildung 3:

PGI 2/cAMP/cAK-Signaltransduktionskaskade in Thrombozyten. Nach Stimulation durch Throm-
bin, Bradykinin, Histamin, ATP oder Thromboxan (TxA2) wird vermehrt Prostzyklin freigesetzt,
was durch den Anstieg von cAMP und die Aktivierung einer cAMP-abhangigen Proteinkinase zu
unterschiedlichen Effekten fiihrt. Es bewirkt eine Inhibiton der Thrombozytenfunktion durch
Phosphorylierung von 3rd messengern, Senkung der intrazelluldren Kalziumkonzentration, Ver-
minderung von Fibrinogenbindungsstellen und Hemmung der Phospholipase C. PGI, = Prosta-
zyklin-2, cAMP = zyklisches Adenosinmonophosphat, cCAK = cAMP-abhangige Proteinkinase, ATP
= Adenositriphosphat, P = phosphorylierter Zustand, [Ca2+]; = intrazellulare Kalziumkonzentrati-
on.

1.5 VASODILATOR-STIMULATED PHOSPHOPROTEIN (VASP)

In den vorangehenden Abschnitten wurde deutlich, das sowohl NO als auch Prosta-
zyklin einen entscheidenden Einfluss auf die Regulation der Thrombozyten-
GefaBwandinteraktionen hat. Der Wirkmechanismus erfolgt iiber den Anstieg des throm-
bozytiren cGMP und cAMP durch Aktivierung einer 16slichen Guanylat- beziechungsweise
Adenylatzyklase.””’**? Das nichste wichtige Zielprotein der NO/cGMP- und Prosta-
zyklin/cAMP-Signaltransduktionskaskade innerhalb der Thrombozyten ist in einem Fall
die cGMP-abhingige Proteinkinase I (¢cGKI) und im anderen Fall die cAMP-abhéngige
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Proteinkinase (cAK) (Abb.2;Abb.3).°**%> Gemeinsames Substrat beider Proteinkinasen ist
das vasodilator-stimulated Phosphoprotein (VASP).**’*'% VASP wurde erstmals aus
menschlichen Thrombozyten isoliert, wird aber auch in einer Vielzahl anderer Zellen und
Geweben exprimiert.*® Es gehért zu der Familie der prolinreichen Proteine, die auch als
Ena/VASP-Proteinfamilie bezeichnet wird. Sie umfasst das vasodilator-stimulated
Phosphoprotein (VASP), das Drosophila Enabled Protein (Ena), ein Substrat der Abelson
Thyrosinkinase (Abl), das Ena-homologe Protein der Sdugetiere Mena (m = mammalian)
und das Protein mit Ahnlichkeit zu Ena-VASP Evl (Ena-VASP-like protein).”**"*° Alle
diese Proteine bestehen aus zentralen prolinreichen und N- und C-terminalen homologen
Doménen, die auch als Ena-VASP homologe Doméne 1 und 2 (EVH1, EVH2) bezeichnet
werden (Abb.4).2°?*° Ena/VASP-Proteine sind Bestandteile der Zellmatrix und des Aktin-
zytoskeletts. ** In Thrombozyten, glatten Muskelzellen, Endothelzellen und Fibroblasten
steht VASP vor allem im Zusammenhang mit fokaler Adhésion, elastischen Fasern, Zell-
kontakten und hochdynamischen Regionen der Plasmamembran.**®* VASP bindet direkt
an Profilin, Zyxin und an das Protein Vinculin, das bei der Adhdsion und dem Kontakt der

1,26,27,29,70,81,82,83,

Zellen untereinander von Bedeutung ist. % Es spielt auBerdem eine wichtige

Rolle bei der Regulation der zytoskelettalen (Re-)Organisation und Zellmobili-
it 13:1924.41.56.74.84

In Thrombozyten ist VASP, wie oben bereits dargestellt, an der Schnittstelle zweier
hauptsdchlich inhibitorisch wirkender Signalwege (NO und PGI,) lokalisiert. Nach Kon-
zentrationserhohung zyklischer Nukleotide durch die Thrombozyten-Antagonisten NO und
Prostazyklin, wird VASP an den Stellen Serin-157, Serin-239 und Threonin-278 von den
Proteinkinasen ¢GKI und cAK phoshoryliert (Abb.4).'**"** Dies hat eine Veridnderung des
Molekulargewichts von 46kDa auf 50kDa zur Folge.”> Die genauen Effekte von VASP
sind bislang nicht im Detail gekliart. Man weil, dass die Phoshorylierung von VASP in
engem Zusammenhang mit der Inhibition von Thrombozyten und gleichzeitiger Hemmung
des thrombozytiren Fibrinogenrezeptors GPIIb-IIla und seines Aktivititszustandes steht
(Abb.5).>'*® Analog zeigen VASP-defiziente Thrombozyten eine erhohte agonistenindu-
zierte Aktivitit der P-Selektin-Expression und Fibrinogenbindung an das GPIIb-Illa-

Integrin auf Thrombozyten (Abb.5).>*
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Daraus ergibt sich die Erkenntnis, dass VASP in vitro eine zentrale Rolle innerhalb

der Regulation der Thrombozytenaktivitit einnimmt. Eine wichtige, bisher aber noch un-

beantwortete Frage stellt sich nun vor diesem Hintergrund: Welche Rolle spielt VASP fiir

die Regulation der Thrombozytenfunktion in vivo?

VASPE SISTA, D EIMA, D TITEA, I

[ B [[!|] rre [ F!I-'IIE '

Abbildung 4:

Aufbau von VASP. Es besteht aus der zentralen prolinreichen Doméne (PR) mit den
angrenzenden C- und N-terminalen homologen Domanen. (EVH1, EVH2 = Ena-VASP-
homologe Doméne 1 und 2). Angezeigt werden die Stellen, an denen das Protein von den
CAMP- beziehungsweise cGMP-abhangigen Proteinkinasen phosphoryliert wird. S157,
S239, T278 (S= Serin, T =Threonin)

46kDa VASP GMP-abhiincice P
c -abhiingige Pro- NO
teinkinase (cGK) I /
cAMP-abhiingige Pro- \

50kDa VASP- @ teinkinase (cAK) Prostazyklin

(Serin-157, Serin-239,
Threonine-278)

v

(1) Hemmung der Thrombozytenadhiision, -aktivierung, -aggregation
(2) Aktivitatsreduktion des Fibrinogenbindungsrezeptors GPIIb-II1a

(3) Verminderung der P-Selektinexpression

invitro

— in vivo?

Abbildung 5:

Aktivierung des Zielproteins VASP. Vermehrte Freisetzung von NO beziehungsweise Prostazyklin
fahrt zum Anstieg von cAMP und cGMP, was die Aktivierung einer cAMP- beziehungsweise
cGMP-abhangigen Proteinkinase zur Folge hat. Dies fuhrt Gber die Phosphorylierung des 3rd
messengers VASP zu seiner Aktivierung und in der Folge zu unterschiedlichen Effekten, die sich
in vitro inhibitorisch auf die Thrombozytenfunktion austiben. Die in vivo Funktion ist doch unge-
klart. VASP = vasodilator-stimulated-Phoshorprotein, NO = nitric oxid, CAMP = zyklisches
Adenosinmonophosphat, cGMP = Guanosinmonophosphat.
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2 ZIEL DER STUDIE

Nachdem vieles tiber die entscheidende Funktion von VASP bei der Regulation der
Thrombozytenaktivitit, deren Adhésion, Aktivierung und Aggregation, in vitro herausge-
arbeitet wurde, soll das Ziel dieser Arbeit nun die Untersuchung seiner Rolle in vivo sein.
Mithilfe eines Tiermodells, der VASP-Knock-out-Maus, soll in verschiedenen Versuchs-
ansédtzen die Bedeutung von VASP fiir die Thrombozytenfunktion in vivo genauer unter-
sucht werden. Zusitzlich soll seine Rolle im atherosklerotischen Prozess analysiert werden.
Folgende Leitfragen zum Einfluss von VASP auf die Thrombozytenfunktion sollen im

weiteren Verlauf geklart werden:

(1) Welche Rolle spielt VASP fiir die Regulation der Thrombozytenadhdsion unter
physiol ogischen Bedingungen?

(2) Welche Bedeutung hat P-Selektin und GPIIb-IIla fiir die Thrombozytenadhésion
in VASP”"-Tieren unter physiologischen Bedingungen?

(3) Welche Rolle spielt VASP fiir die Regulation der Thrombozytenadhdsion unter

pathophysiol ogischen Bedingungen — nach Ischdmie und Reperfusion?

(4) Welche Rolle spielt VASP fiir die Regulation der Thrombozytenadhéision nach

Endotheldenudation?

(5) Welche Rolle spielt VASP bei der NO-abhéngigen Inhibition der Thrombozyte-

nadhision nach Endothelverletzung?

(6) Welche Rolle spielt VASP bei der Regulation der Thrombozytenadhdsion an die

atherosklerotisch verdnderte Gefallwand?
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Diesem Konzept folgend ist die Arbeit in zwei Abschnitte gegliedert:

(1) Einfluss von VASP auf Thrombozytenadhésion unter physiologischen Bedingun-

gen invivo

e Thrombozytenadhision in Wildtyp- und VASP”-Miusen in der Arteria Ca-

rotis Communis

e Die Bedeutung von P-Selektin und GPIIb-IlIla fiir die Thrombozytenadha-

sion

(2) Einfluss von VASP auf Thrombozytenadhision unter pathophysiologischen Be-

dingungen in vivo
e Nach Ischamie/Reperfusion
e Nach Endotheldenudation durch GefaBlligatur der Arteria Carotis Commu-
nis
e Im Rahmen atherosklerotischer Gefialverinderungen

e Im Rahmen der Atheroprogression — Moglicher Einfluss der gesteigerten

Thrombozytenadhision bei VASP”-Mausen auf die Atheroprogression



-19-

3  MATERIAL UND METHODEN

3.1 MATERIAL

3.1.1 Vorbemerkungen

Alle Experimente, die an Tieren ausgefiihrt wurden, sind geméll §8 des Deutschen

Tierschutzgesetzes durch die Regierung von Oberbayern genehmigt.

3.1.2 Versuchstiere

VASP-defiziente und VASP™*-Miuse wurden uns freundlicherweise aus dem Labor
von Prof. Walter/Universitidt Wiirzburg fiir unsere Untersuchungen zur Verfligung gestellt.
Der VASP-Knockout basiert auf der Insertion einer Neomycin-Resistenzkassette in das
VASP- Gen.™ Diese macht die korrekte Expression des Gens nicht mehr moglich (Abb.6).

Fiir die Experimente dieser Studie wurden 8- bis 12-Wochen alte minnliche VASP"-
und VASP™"-Miuse (Wildtyp) mit C57BL/6/129sv-Hintergrund verwendet.

Um die Adhision von VASP™"- und Wildtypthrombozyten an atherosklerotisch ver-
andertem Endothel beurteilen zu konnen, setzten wir kommerziell erhéltliche ApoE™
(C57BL/6J-ApoE™'V™)-Miuse ein (Jackson-Labor/Bar Harbor, Maine, USA). Diese Tiere
wurden ab einem Alter von 4 Wochen fiir weitere 6 Wochen mit einer 0,25% Cholesterin-

diat (Harlan Research Diit, 0% Cholat) gefiittert.
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3.2 METHODEN

3.2.1 In vivo Fluoreszenzmikroskopie

3.2.1.1 Technisches Setup

Die Analyse der Thrombozytenfunktion in vivo erfolgte mit Hilfe der intravitalen
Videofluoreszenzmikroskopie an jeweils 6 Tieren der Versuchs- und Kontrollgruppe.
Hierzu stellten wir den Blutfluss in der Arteria Carotis Communis (ACC) beziehungsweise
in der Mikrostrombahn des Diinndarms mittels Epiilluminationstechnick an einem Fluo-
reszenz-Auflicht-Mikroskops (Axiotechvario 100HD, Fa.Zeiss, Gottingen) dar. Als Licht-
quelle diente eine Quecksilberdampflampe (HBO 100W, Fa. Zeiss, Gottingen), die ein fiir
den verwendeten Fluoreszenzfarbstoff (2,7-Dichlordihydrofluorszein-Diacetat, Fa. Mole-
cular Probes, USA) entsprechenden Filtersatz aufwies (Abb.6). Alle Untersuchungen wur-
den mit einer charge-coupled device Kamera (CCD) (FK 90-1Q-S, Fa. Pieper, Diisseldorf)
und einer Video-Monitor-Einheit (Videogerit: Panasonic AG-7355, Fa. Videocation,
Miinchen; Monitor: Sony PVM-20M7MDE, Fa. Videocation, Miinchen) zur spiteren

Auswertung aufgezeichnet.

Videotimer ] VTR

CCD-Kamer: (e8| | EEEEESE Ol

Abbildung 6:

Schematischer Aufbau des I VM-Arbeitsplatzes. Links: Die préparierte
Maus liegt unter dem Fluoreszenzmikroskop; Die emittierten fluores-
Zierenden Strahlen werden von der CCD- Kamera aufgenommen und
Uber einen Videotimer an den Videorekorder weitergegeben. Rechts:
Einheit zur Auswertung: Videorekorder und Monitor.
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3.2.1.2 Narkose

Fiir die Praparation der Versuchstiere zur Intravitalmikroskopie wurde die Narkose
mit Inhalation von Isofluoran (Forene®, Abott) (Verdampfer: Ohmeda Isotec 3, Fa. Eick-
meyer, Tuttlingen) und Sauerstoff eingeleitet und durch intraperitoneale Injektion einer
Kombinationsanésthesie aus Medetomidin (0,5 mg/kg, Fa. Pfizer), Midazolam (5mg/kg,
Fa. Ratiopharm) und Fentanyl (0,05 mg/kg, Fa.CuraMed Pharma GmbH) aufrechterhal-
ten.>> Wihrend der gesamten Operation wurde dem Versuchstier zur besseren Oxygenie-

rung Sauerstoff iiber eine Nasenmaske zugefiihrt.

3.2.1.3 Thrombozytenpraparation

Die Isolation der Thrombozyten wurde nach einer durch die Arbeitsgruppe erar-
beiteten Methode durchgefiihrt. Das Spendertier wurde, wie unter 3.2.1.2 aufgefiihrt, anés-
thesiert. Darauf wurde kardial punktiert und ca. 1,5 bis 2 ml Blut pro Tier gewonnen. Das
entnommene Blut wurde mit Citrat (100ul Citrat/Iml Blut) ungerinnbar gemacht und mit
Tyrodes-Puffer (pH 6,5; Zusammensetzung siche unter 3.3.1) auf ein Volumen von 2,5ml
aufgefiillt. Das Blut-Tyrodes-Gemisch wurde bei 800 rpm fiir 20 Minuten zentrifugiert
(Haereus, Megafuge, Hanau). Das hierbei durch Auftrennung entstandene so genannte
plattchenreiche Plasma (PRP) wurde anschlieBend mit dem Fluoreszenzfarbstoff DCF (2,7-
Dichlorodihydrofluoscein-Diazetat, Fa. Molecular Probes, USA) fiir die ex vivo-
Markierung der Thrombozyten versetzt (20ul/PRP einer Maus) und wiederum mit Tyrode
pH 6,5 auf ein Volumen von 5 ml aufgefiillt. Das PRP wurde nach Inkubation mit dem
Farbstoff im Dunkeln bei 2400rpm fiir 10 Minuten nochmals zentrifugiert. Das hierbei
entstandene Thrombozyten-Pellet wurde in jeweils gleichen Anteilen von Tyrode pH 6,5
(250ul) und pH 7,4 (250ul) resuspendiert, um den Thrombozyten ein moglichst physiolo-
gisches Milieu zu bieten. In fritheren Untersuchungen konnte eine nennenswerte Thrombo-
zytenaktivierung nach diesem Protokoll ausgeschlossen werden.”> Die Thrombozytenzahl
wurde mit Tyrodes auf eine Konzentration von 200.000/pl eingestellt. Von dieser Throm-
bozytensuspension erhielt jedes Empfangertier 250 pul. Somit konnte gewihrleistet werden,

dass jedes Tier 50x10° Thrombozyten in 250l erhielt und damit die Ausgangsbedingungen
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fiir alle Méuse gleich waren. Das Auszdhlen der Thrombozyten erfolgte maschinell (Sys-

mex Microcellcouter F-800, Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt).

3.2.1.4 Préparation des Empfangertieres

Die Thrombozytenfunktion wurde in der Arteria Carotis Communis (ACC) und der
Mikrozirkulation des Diinndarms untersucht. Die Tiere wurden nach der unter 3.2.1.2 be-
schriebenen Methode anésthesiert und nach Erreichen einer ausreichenden Narkosetiefe in
Riickenlage auf einer Warmematte (Fa. Dehner, Miinchen) fixiert. Die folgenden Arbeits-
schritte erfolgten unter einem Prépariermikroskop (Stemi 2000, Fa. Zeiss, Gottingen). Es
wurde ein medianer Halsschnitt angelegt und bis zur Vena jugularis dextra in die Tiefe
préipariert. Als Zugang fiir die Applikation der fluoreszenzmarkierten Thrombozyten wurde
ein Katheter (SIMS Portex, Hythe, England) in die Vena jugularis dextra gelegt. Fiir die
Analyse der Thrombozytenadhdsion in der ACC wurde die rechte ACC von proximal
(herznah) bis nach distal der Bifurkation in Arteria Carotis Externa und Interna freipripa-
riert. Fiir die Analyse der Thrombozytenadhdsion in der Mikrostrombahn des Diinndarms
wurde bei 4-6 Wochen alten Tiere des jeweiligen Genotyps (n=5-9) eine transversale Lapa-

rotomie durchgefiihrt und ein Jejunumsegement freigelegt.

3.2.1.5 Mikroskopierschema

Die Aufzeichnung der Thrombozytenadhision erfolgte in der ACC und in den sub-
mukosalen Mikrogefafien des Diinndarms.

Bei 20-facher VergroBerung konnten die Thrombozyten im Fluss der ACC darge-
stellt werden. Es wurden vier sich nicht {iberlappende Regionen der ACC auf Hohe der
Bifurkation fiir 30 Sekunden auf Video aufgezeichnet. Die Aufnahmen wurden iiber die
CCD-Kamera in das Video-Monitosystem zur spiteren Auswertung weitergegeben.

Im Bereich der Mikrozirkulation des Diinndarms wurden 10 sich nicht iiberlappende
Regionen der submukosalen Gefdlle des freipriparierten Jejunumsegments per Zufall aus-
gewdhlt und tiber eine Sequenz von 30 Sekunden aufgezeichnet. Die mikroskopischen Bil-
der mit einer Endvergdferung von 450x wurden mithilfe der CCD-Kamera in das Video-

Monitor-System eingespeist.
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3.2.1.6 Auswertung der Videoaufnahmen

Die Auswertung der Videoaufnahmen erfolgte im ,,Bild-zu-Bild*“ -Verfahren, bei
dem alle Bilder nacheinander beurteilt und die transient adhdrenten und fest adhdrenten
Zellen einzeln ausgezdhlt wurden. Als ,.transient adhidrent” wurde eine Zelle definiert, die
langsamer als der Hauptstrom floss, mehr als fiinf Einzelbilder an der gleichen Stelle hafte-
te, aber kiirzer als 15 Sekunden in dieser Position blieb. Wenn Zellen langer als 15 Sekun-
den am gleichen Punkt der Endotheloberflache hidngen blieben, wurden sie als ,,fest adha-
rent* bezeichnet. Die ausgezéhlten Zellen wurden anschlieend in eine Tabelle (Microsoft

Office 2000, Excel) eingetragen und in Diagrammen zusammengefasst.

3.2.2 Histomorphometrie

Fiir die Quantifizierung der Mediaproliferation in den pathologisch verdnderten Ge-
faBen, wurden jeweils 6 Wildtypmiuse und 6 VASP”-Miuse im Alter von 10 Wochen
durch Entbluten geopfert. Die Tiere hatten zuvor eine 6-woOchige cholesterinreiche Diét
erhalten. Die Herzen wurden nach einem standardisierten Protokoll mit erhaltenem Aor-
tenstumpf herausprépariert und nochmals in einer 4%igen Paraformaldehydlosung (Zu-
sammensetzung unter 3.3.2) fiir 24 Stunden fixiert. Darauthin wurden 4 mm der Herzspitze
senkrecht zur Herzachse mit dem Skalpell abgetrennt (Abb.7 links). Beide Herzteile wur-
den 24 Stunden in einem geschlossenen Gewebeentwisserungsautomaten (PC 1044-12V,
Fa. Shandon, Frankfurt) entwiéssert und paraffinfixiert. Der jeweils proximale Herzab-
schnitt wurde in Paraffinblocke (TBS 88,Fa. Medite, Burgdorf) eingebettet. Mithilfe eines
Mikrotoms (HM 335E, Fa. Microm, Waldorf) fertigten wir Serienquerschnitte des Herzens
von distal nach proximal an und sammelten jeweils immer zwei Schnitte auf einem Objekt-
trager (Micro Slides, Fa. Brand, Wertheim). Die Schnitte wurden in einem Firbeautomat
(TST 50, Fa. Medite, Brugdorf) mit Elastica van Giesson gefdrbt und mit Deckgldsern
(Deckglas 24x50mm, Fa. Medite, Burgdorf) in einem Objekttrager-Eindeckautomat (RCM
2000, Fa. Medite, Burgdorf) abgedeckt. Um bei allen Herzen von standardisierten Stellen
ausgehen zu konnen, wihlten wir als Ausgangspunkt fiir unsere Serienschnitte den Abgang

der Koronararterien aus dem Aortensinus einige Millimeter oberhalb der Aortenklappe
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(Abb.7 rechts). Von 60 sequentiellen Schnitten 4 2 um Dicke, von denen 30 oberhalb und
30 unterhalb besagter Stelle stammten, wurden zur Auswertung jeder 3. Schnitt (insgesamt
20 Schnitte) verwendet. Jeder dieser Schnitte, auf dem Aorta und Koronararterien sichtbar
waren, wurde an einem Mikroskop (Leica-DMRB, Fa.Leica, Bensheim) bei 10facher Ver-
groBerung mit einer digitalen Kamera (Axiovision, Fa.Zeiss, Gottingen) abphotographiert
und mithilfe des Bildanalysierungsprogamm (Cap image 7,4, Dr.Zeintl, Heidelberg) aus-
gewertet. Die Werte wurden in Tabellen (Microsoft Office 2000, Excel) eingetragen.
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Abbildung 7:

Makroskopischer (links) und mikroskopischer (rechts) Querschnitt durch das Herz Ubersicht tiber
die einzelnen anatomischen Strukturen. Links: rechtes und linkes Herzohr sind zu sehen sowie der
rechte und linke Ventrikel mit dazwischenliegendem Septum. Des Weiteren ist die Herzachse ein-
gezeichnet, an der wir unsere Serienquerschnitte orientiert haben Rechts: Schnitt bei 10facher
VergroRerung durch den Aortenursprung mit sichtbaren Taschenklappen und abzweigenden Ko-
ronararterien (LAD =, left anterior descendent, LCX =, left circumflexus®, beide Aste der linken
Koronararterie). Ebenfalls zu sehen sind der rechte Vorhof und der Truncus pulmonalis.
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3.3 VERWENDETE REAGENZIEN

3.3.1 Tyrode-Puffer

e (,4g Bovines Serumalbumin (A-8022, SIGMA Chemical, Steinheim)

e 0,4g D(+)-Glukose (G-8270, SIGMA Chemical, Steinheim)
wurde in 40 ml Tyrodes 10x gelost, mit Aqua dest. auf 400 ml aufgefiillt und auf einen pH-
Wert von 6,5 bzw. 7,4 eingestellt.

3.3.2 Paraformaldehyd

Zur Herstellung von 4%;igem Paraformaldehyd wurden 40 g Paraformaldehyd zu 900
ml Aqua dest. gegeben, 320ul NaOH (10N) hinzugefiigt und bei 65°C im Wasserbad ange-
rihrt bis nach 30 Min. die Losung klar wurde. SchlieBlich wurde 100 ml PBS hinzugege-

ben und auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.

3.4 ARBEITSPROGRAMM

3.4.1 Einfluss von VASP auf die Thrombozytenadhésion unter physiologischen Be-

dingungen in vivo

3.4.1.1 Thrombozyten-Endothelzellinteraktionen in Wildtyp- und VASP”-Mausen

VASP™- und Wildtyp-Empfingerméusen (n=6), die nach unter 3.2.1.2 beschriebener
Methode anisthesiert wurden, wurden fluoreszenzmarkierte Thrombozyten (2x10%/250ul)
intravends iiber den Katheter in die Vena jugularis injiziert. Die Thrombozyten-
Endothelzellinteraktionen wurden in Situ mithilfe des beschriebenen intravitalmikroskopi-
schen Mikroskopierschemas der freipraparierten ACC dargestellt. Die Aufnahmen wurden
fiir die spatere Analyse aufgezeichnet (siche 3.2.1.5). Alle Videoaufnahmen werteten wir
mit der entsprechenden Bildanalysesoftware (Cap image 7.1, Dr.Zeintl, Heidelberg,

Deutschland) und dem unter 3.2.1.6 erwihnten Bild-zu-Bildverfahren aus.
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3.4.1.2 Bedeutung von P-Selektin und GPIlb-111a fur die Thrombozytenadhasion in
VASP-Méausen.

Um den Einfluss von P-Selektin und GPIIb-IIIa auf das Adhésionsverhalten von
VASP” ~Thrombozyten unter physiologischen Bedingungen herauszuarbeiten, injizierten
wir in zwei separaten Ansitzen fluoreszenzmarkierte VASP”-Thrombozyten zusammen
mit blockierenden monoklonalen Antikérpern (mAb) (50 pg anti-GPIIb-Illa (JON/A-
F(ab)2)"" und anti-P-Selektin (Pharmigen, Hamburg)) in VASP”-Empféngertiere. Darauf-
hin wurde erneut das Adhisionsverhalten der Thrombozyten in der ACC (n=6-7) unter

Zuhilfenahme der oben bereits beschriebenen Intravitalmikroskopie analysiert.

3.4.2 Einfluss von VASP auf die Thrombozytenadhésion unter pathophysiologischen

Bedingungen in vivo

Die Bedeutung von VASP fiir die Regulation der Thrombozytenadhésion unter pa-
thophysiologischen Bedingungen in vivo wurde in drei unterschiedlichen Ansédtzen analy-
siert.

(1) Nach Ischdmie und Reperfusion
(2) Nach Endotheldenudation
(3) Im Rahmen der initialen Atherosklerose

Auf die einzelnen Versuchsansitze soll im Folgenden genauer eingegangen werden.

3.4.2.1 Thrombozytenadhdsion nach Reaktion auf Ischamie und Reperfusion

Um die biologische Bedeutung von VASP bei der Regulation der Thrombozytenad-
hésion unter pathophysiologischen Bedingungen in vivo weiter zu verfolgen, beurteilten
wir die Thrombozyten-GefdBwandinteraktionen vor und nach intestinaler Ischdmie mit
nachfolgender Reperfusion (I/R). Die Methode wurde bereits 1999 beschrieben.™
C57BL/6/129sv Méuse des jeweiligen Genotyps (n=8) wurden nach unter 3.2.1.2 be-



- 27 -

schriebener Methode andsthesiert und laparatomiert. Nach Eroffnung der Bauchhdhle wur-
de ein Jejunumsegment freigelegt und konstant mit 37°C Ringerlaktat-Losung superfun-
diert. Mit mikrochirurgischen Klips wurden die das Segment versorgenden Gefaf3e fiir 60
Minuten okkludiert. Durch Entfernen der Klips erfolgte die Reperfusion. Nach Infusion
fluoreszenzmarkierter Thrombozyten iiber den Jugulariskatheter wurden die Thrombozy-
ten-Endothelzellinteraktionen im Mikrogefdflsystem des Diinndarms vor Induktion der
Ischdmie, sowie nach Ischdmie (60 Minuten) mit anschlieBender Reperfusion (15 Minuten
nach Entfernen der Klips) mithilfe der unter 3.2.1.5 und 3.2.1.6 beschriebener Methode
analysiert. Untersucht wurde die Adhésion von Thrombozyten in Arteriolen und Venolen
(GefdaBdurchmesser von 15um bis 85um) der Submukosa des Diinndarms. Die mikrosko-
pischen Bilder wurden im Videosystem aufgezeichnet und im Bild-zu-Bild-Verfahren aus-
gewertet. Die Thrombozytenadhdsion wurde in pro Quadratmillimeter der endothelialen

Oberfldache angegeben.

3.4.2.2 Thrombozytenadhasion nach Gefaldverletzung — Effekt von NO

In einem ndchsten Schritt untersuchten wir das Adhésionsverhalten von Wildtyp- be-
ziehungsweise VASP”-Thrombozyten nach Verletzung eines GefiBies. In dem gleichen
Ansatz definierten wir zusétzlich die Bedeutung von VASP fiir die NO-vermittelte Inhibi-
tion der Thrombozytenadhésion nach Gefa3verletzung in vivo. Wildtypméause wurden nach
unter 3.2.1.2 genanntem Narkoseschema andsthesiert und nach unter 3.2.1.4 dargestellter
Methode prépariert. Die rechte ACC wurde freigelegt und nahe der Karotisbifurkation fiir
5 Minuten mit einem Faden (Prolene®, 7,0 metric, Fa. Ethicon, Norderstedt) ligiert. An-
schlieBend wurde die Ligatur wieder entfernt. In friiheren Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass dieses Vorgehen zu einer standardisierten Endotheldenudation fiihrt. DCF-
markierte Wildtyp bzw. VASP”-Thrombozyten (50x10°/ 250p1) wurden bei Raumtempe-
ratur 5 Minuten jeweils entweder mit PBS (PAN System, Aidenbach, Deutschland) oder
dem NO-Donoren Spermine-NO (Alexis, Griinberg, Deutschland; 100 nM Endkonzentra-
tion) vorinkubiert und anschliefend mit 0,2 U/ml Mausthrombin (Sigma-Aldrich, Deisen-
hofen, Deutschland) fiir weitere 5 Minuten stimuliert. Die gewihlte Konzentration des

Mausthombins bewirkt in vitro keine vollstdndige Aggregation der Thrombozyten. Throm-
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bin-defiziente Thrombozyten wurden verwendet, da VASP an der Thrombin-induzierten
Affinitatsmodulation des GPIIb-IITa auf Thrombozyten beteiligt ist.’”’ Zusitzlich weil
man, dass NO, das die VASP-Phosphorylierung triggert, die thrombininduzierte Integri-
naktivierung auf Thrombozyten vermindert.®!

Nach der Aktivierung durch Thrombin wurden nun die fluoreszenzmarkierten
Thrombozyten in den Jugulariskatheter injiziert. Die Thrombozytenadhdsion an das ver-
letzte Endothel stellten wir in Situ nach der unter 3.2.1.5 und 3.2.1.6 beschriebenen Metho-

de fluoreszenzmikroskopisch dar.

3.4.2.3 Bedeutung von GPIIb-l11a fur die Thrombozytenadhasion nach Endothel-
denudation

In wiederum separaten Experimentansdtzen untersuchten wir die Rolle des thrombo-
zytiren Firbrinogenrezeptors bei der Adhision von VASP”-Thrombozyten nach endothe-
lialer Denudation. Fluoreszenzmarkierte VASP”-Thrombozyten wurden fir 10 Minuten
mit 50ug/ml anti-GPIIb-IITa (JON/A-F(ab),)”" oder PBS vorinkubiert. Die ACC der Wild-
typméuse wurde, wie bereits beschrieben, fiir fiinf Minuten ligiert, um das Endothel zu
schidigen. Daraufhin wurden die mit Antikorper bzw. PBS vorinkubierten VASP"-
Thrombozyten den Tieren verabreicht und an der Stelle der Lision innerhalb der ACC

(n=4-5) mithilfe der Intravitalmikroskopie dargestellt und quantifiziert.

3.4.2.4 Beurteilung der Thrombozyenadhésion in ApoE’-Mausen

Um die Rolle von VASP bei der Regulation der Thrombozytenadhésion an die be-
reits atherosklerotisch verdanderte GefaBBwand nédher zu definieren, infundierten wir DCF-
markierte Thrombozyten des jeweiligen Genotyps (Wildtyp und VASP™) intravends in 10
Wochen alte ApOE'/'-Méiuse. Diese waren zuvor iiber einen Zeitraum von 6 Wochen mit
einer Cholesterindiét gefiittert worden. Man weil3, dass dies zu friihen atherosklerotischen
GefiBverinderungen im Sinne einer endothelialen Dysfunktion fithrt.”® Die Thrombozyte-
nadhésion in der rechten ACC wurde erneut in Situ mithilfe der Intravitalmikroskopie ana-

lysiert.
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3.4.2.5 Bedeutung von VASP fir das vaskuldre Remodeling

Im letzten Abschnitt untersuchten wir die Bedeutung von VASP fiir das vaskuldre
Remodeling. 10 Wochen alte Tieren beider Genotypen (VASP™ und VASP™; n=6) erhiel-
ten ab einem Alter von 4 Wochen eine sechswdchige Cholesterindidt. Es ist bereits be-
kannt, dass cholesterinreiche Nahrung bei ApoE-Miusen aber auch bei C57BL6 Tieren
zu frithen atherosklerotischen Verinderungen und endothelialer Dysfunktion fiihrt.>® In
diesem Versuchsansatz sollte der mikroskopisch sichtbare Effekt eines hohen Cholesterin-
spiegels auf die GefaBBwand bei VASP"- und VASP"*-Miusen deutlich gemacht werden.
Es sollte gezeigt werden, inwieweit die bei VASP-Nullmutanten gesteigerte Thrombozyte-
nadhésion mit einer gesteigerten Entwicklung atherosklerotischer Lasionen einhergeht. Im
Anschluss an die Cholesterindidt wurden die Versuchstiere geopfert. Die Herzen mit ange-
schlossenem Aortenstumpf wurden entnommen. Wir fertigten histologische Serienquer-
schnitte des Aortensinus nach unter 3.2.2 beschriebener Methode an.

Fiir die Quantifizierung der Mediasklerose beider Genotypen (Wildtyp- und VASP™-
Maiuse) untersuchten wir bei 20facher VergroBerung jeden dritten der 60 sequentiellen
Schnitte von 2um Dicke. Der relevante GefaBBabschnitt befand sich auf Hohe der Klappen-
ebene im Aortenursprung. Die Bilder wurden mit dem Bildanalysierungsprogramm histo-
morphometrisch evaluiert. Dabei folgten wir folgendem Schema (Abb.8):

1. Messung der Gesamtflache des Gefdes (Flache innerhalb der Membrana elastica exter-
na); 2. Messung der Fldche der Media (Fliche zwischen Memrana elastica interna und ex-
terna) (Abb.8); 3. Berechnung des Verhéltnisses der beiden Fliachen (Fliche der Me-
dia/Gesamtflache des Gefilles); 4. Berechnung des prozentualen Anteils der Fliche der
Media an der GesamtgefaBflache. Durch die Berechnung der Verhiltnisse konnten eventu-
elle Schwankungen in der Gefal3grof3e ausgeglichen werden. Die Berechnung erfolgte un-

ter Zuhilfenahme von Excel (Microsoft Office 2000, Excel).
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Abbildung 8:

Schematische Darstellung der histomorphometrischen Auswertung. Alle Bilder zeigen einen E-
lastica van Giesson gefarbten Querschnitt in 20facher VergrofRerung durch den Aortenursprung
einer VASP"- Maus. Im mittleren Bild wird die Gesamtgef&Rflache dargestellt. Im rechten Bild ist
die von der Membrana elastica externa und interna begrenzten Mediaflache dargestellt.

3.5 STATISTISCHE ANALYSEN

Fiir den Vergleich von VASP™"- und VASP""-Tieren verwendeten wir in der vorliegenden
Arbeit den Mann-Whitney Rangsummentest. Alle Daten sind im Text als Mittelwerte
(MW) mit Standardfehler angegeben. Als Signifikanzniveau wird die Irrtumswahrschein-
lichkeit von p < 0,05 angenommen. Die statistische Berechnung erfolgte mit dem Statistik-

programm Sigma Stat Version for Windows 2.0.
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4 ERGEBNISSE

4.1 VASP REGULIERT DIE THROMBOZYTENADHASION UNTER
PHYSIOLOGISCHEN BEDINGUNGEN IN VIVO

4.1.1 Verstirkte Thrombozyten-Endothelzellinteraktion in VASP"-Miusen

Um die Bedeutung von VASP im Bezug auf das hidmostatische Gleichgewicht der
Thrombozyten-Endothelzellinteraktion in vivo deutlich zu machen, untersuchten wir die
Thrombozytenadhision in der ACC von VASP”-Miusen. Fluoreszenzmarkierte VASP”-
Thrombozyten wurden in VASP”"-Miuse injiziert und mittels intravitaler Videofluores-
zenzmikrokopie analysiert. Wildtypthrombozyten, die in Wildtypempfangertieren injiziert
wurden, dienten als Kontrolle. Wahrend Wildtypthrombozyten unter physiologischen Be-
dingungen nicht mit dem Wildtypendothel interagierten, war die Thrombozyten-
Endothelzellinteraktion bei VASP-defizienten Maiusen in Vvivo signifikant verstérkt
(Abb.9a,b). Die transiente Adhdsion der Thrombozyten an die endotheliale Oberfldche der
VASP”-Miuse nahm im Vergleich zu den Wildtyptieren nahezu um den Faktor 11 zu. Die
Zahl der fest an der Gefialwand adhédrenten Thrombozyten wurde ebenfalls um den Faktor

4 gesteigert (p < 0,05).
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Abbildung 9:

Die Rolle von VASP bei der Regulation der Thrombozytenadhé&sion in der ACC in vivo. (a) Die
Untersuchung der Thrombozyten-Endothelzellinteraktionen in VASP-Mausen erfolgte in situ
durch intravitalmikroskopische Aufnahmen innerhalb der ACC. Wildtyptiere dienten als Kontrolle.
Links ist die transiente, rechts die feste Thrombozytenadh&sion dargestellt. Je nach Interaktions-
verhalten mit dem Endothel (siehe Methodenteil) wurden die Thrombozyten in transient adharente
und fest gebundene eingeteilt und in pro mm? Gefaroberflache angegeben. Mittelwerte + Standard-
fehler; n=8-10 jeder Gruppe. *: p < 0,05 vs. Wildtyptiere (b) Die Bilder représentieren intravital-
mikroskopische Aufnahmen. Die weil3en Pfeile deuten auf adhérente Thrombozyten. Die Balken
entsprechen 50 pm.

4.1.2 P-Selektin und GPIIb-II1a vermitteln die transiente und feste Adhésion von
VASP’ ~Thrombozyten

Vor dem Hintergrund der Erkenntnis, dass VASP an der negativen Regulation der P-
Selektin-Oberfldchenexpression und an der Hemmung der agonisteninduzierten GPIIb-IIla
Affinitdtsmodulation beteiligt ist™, untersuchten wir in einem nichsten Schritt die Bedeu-
tung von P-Selektin und GPIIb-IIIa fiir die verstiarkte Thrombozytenadhésion unter physio-
logischen Bedingungen in VASP”-Mutanten. VASP”-Miusen wurden 50pg eines blo-
ckierenden monoklonalen anti-P-Selektin bzw. anti-GPIIb-IIla-Antikorpers verabreicht.
AnschlieBend wurde das Adhidsionsverhalten in der ACC intravitalmikroskopisch darge-
stellt. Durch die anti-P-Selektin-Antikorper-Applikation wurde die transiente Adhédsion um
nahezu 70% reduziert und die feste Thrombozytenadhésion in VASP™-Miusen vollstindig
aufgehoben (p < 0,05). Im Gegensatz dazu hatte der anti-GPIIb-IIla-Antikorper keinen
Effekt auf die transiente Thrombozytenadhésion, reduzierte jedoch die feste Thrombozyte-

nadhésion in VASP”-Miusen deutlich (p < 0,05) (Abb.10a,b). Zusammengenommen zeigt
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dies, dass P-Selektin die gesteigerte transiente Thrombozytenadhision in VASP™”-Tieren
mediiert, wihrend die feste Thrombozytenadhésion durch thrombozytires GPIIb-IIIa ver-

mittelt wird.
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Abbildung 10:

Die Bedeutung von P-Selektin und GPIIb-l11a fur die transiente Thrombozytenadhésion (a) und
feste Thrombozytenadhasion (b) in VASP"-Mausen. Vor der Intravitalmikroskopie wurden den
VASP”-Mausen 50pg blockierender anti-P-Selektin bzw. anti-GPI1b-111a mAK injiziert. Unbehan-
delte VASP'-Mause dienten als Kontrolle. Je nach I nteraktionsverhalten mit dem Endothel (siehe
Methodenteil) wurden die Thrombozyten in transient und fest adharente Thrombozyten eingeteilt
und in pro mm? der GefaRoberflache angegeben. Mittelwert + Standardfehler, n=6-7 Karotiden. p <
0,05 vs. unbehandelter VASP"-Mé&use.
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4.2 VASP REGULIERT DIE THROMBOZYTENADHASION UNTER
PATHOPHSIOLOGISCHEN BEDINGUNGEN IN VIVO

4.2.1 VASP reguliert die Thrombozytenadhiision an das postischimisch verinderte

Endothel von Mikrogefif3en

Interaktionen zwischen zirkulierenden Thrombozyten und der GefidBwand sind Vor-
aussetzung fiir die Erhaltung der GefaBintegritdt und der vaskuliren Homdostase. In be-
stimmten pathophysiologischen Prozessen, zum Beispiel im Rahmen von Ischdmie und
Reperfusion, kann die Adhdsion und Aggregation von Thrombozyten jedoch auch zum
Integrititsverlust des Gefafes beitragen.”*® Um die Bedeutung von VASP bei der Regula-
tion der Thrombozyten-GefaBinteraktionen unter pathophysiologischen Bedingungen in
Vivo herauszuarbeiten, stellten wir die Thrombozytenadhésion innerhalb der Mikrozirkula-
tion eines ischdmischen und anschlieend reperfundierten Jejunumsegments dar. Dazu
wurde ein Diinndarmsegment von Wildtyp- und VASP™-Tieren einer segmentalen Ischi-
mie unterzogen und nach 60 Minuten wieder reperfundiert. Die Thrombozyten-
GefalBwandinteraktionen innerhalb der intestinalen Arteriolen und Venolen dieses Seg-
ments stellten wir mithilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie zundchst vor dem i-
schdmischen Zustand, sowie nach Ischimie und Reperfusion dar. Ohne Ischdmie und Re-
perfusion zeigte sich keine Interaktion zwischen Wildtypthrombozyten und Wildtypen-
dothel (6 + 4 und 26 + 8 fest adhirente Thrombozyten/mm” jeweils in Arteriolen und Ve-
nolen) (Abb.11a,b). Dagegen waren, wie oben bereits fiir die Makrogefile (ACC) be-
schrieben, zahlreiche fest adhirente VASP” ~Thrombozyten am Gefdlendothel von intesti-
nalen Mikrogefiaen in VASP”-Miusen zu finden (14 £ 6 und 85 £ 25 fest adhérente
Thrombozyten/mm® jeweils in Arteriolen und Venolen; p < 0,05 vs. Wildtyp). Nach I-
schamie und Reperfusion waren 11 + 3 und 67 * 16 fest adhirente Thrombozyten/mm?
jeweils in Arteriolen und Venolen von Wildtypméausen zu finden (Abb.11a,b). Der Verlust
von VASP steigerte die postischdmische Thrombozyten-Endothelzellinteraktionen signifi-
kant. Sowohl innerhalb der Arteriolen als auch Venolen stieg die Zahl der adhérenten
Thrombozyten um den Faktor 2 bis 5 im Vergleich zu den Wildtyptieren (62 + 30 und 146

+ 29 fest adhirente Thrombozyten/mm? jeweils in Arteriolen und Venolen) (Abb.11a,b).
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Daraus ist zu schlieBen, dass VASP an der Regulation der Thrombozyten-
GefalBwandinteraktion von Makro- und Mikrogefiallen sowohl unter physiologischen als

auch unter pathophysiologischen Bedingungen der Ischamie und Reperfusion beteiligt ist.
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Abbildung 11:

Die Bedeutung von VASP fur die Regulation der Thrombozytenadh&sion unter pathophysiologi-
schen Bedingungen in vivo. (a) Die Thrombozyten-Geféaldwandinteraktionen wurden vor und nach
intestinaler Ischamie sowie nach Reperfusion (I/R) wie beschrieben untersucht. Mithilfe der intra-
vitalen Fluoreszenzmikroskopie konnten die Thrombozyten-Endothel zellinteraktionen im intestina-
len Mikrogefaisystem (Arteriolen links, Venolen rechts) vor (Kontrolle) und nach Ischamie und
Reperfusion untersucht werden.”>* Mittelwert # Standardfehler.*: p < 0,05 vs. Wildtypen. (b) Die
Bilder reprasentieren fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Thrombozytenadhésion vor (o-
ben) und nach intestinaler | schamie und Reperfusion (unten) in Kontrolltieren (links) und VASP"-
Mausen (rechts). Die weil3en Pfeile deuten auf adharente Thrombozyten. Die Balken entsprechen
50um.
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4.2.2 VASP’ -Thrombozyten zeigen vermehrte Adhision nach endothelialer Denu-

dation

Bei fortgeschrittener Atherosklerose fiihrt das Einreilen oder die Ruptur der athe-
rosklerotischen Lésion zur Exposition der thrombogenen subendothelialen Matrix und zu
deren Kontakt mit zirkulierenden Thrombozyten. Folge ist, dass vermehrt Thrombozyten
an der verletzten GefaBwand akkumulieren. Um herauszufinden, ob VASP neben dem Ein-
fluss auf die Thrombozyten-Endothelzellinteraktionen auch an der Regulation der Throm-

bozytenadhésion an die subendotheliale Matrix beteiligt ist, untersuchten wir die Throm-

bozyten-GefdBwandinteraktionen an der ACC nach Endotheldenudation. Dies erfolgte
durch Ligieren der ACC fiir 5 Minuten, was in der Folge zu einem kompletten Verlust der
Endothelzellschicht fiihrte. Dies triggerte lokal die Adhision und Aggregation von Throm-
bozyten, was elektronenmikroskopisch dargestellt werden konnte (Abb.12). Mit Hilfe der
Intravitalmikroskopie untersuchten wir die Adhésion thrombinaktivierter (0,2 U/ml) Wild-
typ- bzw. VASP”-Thrombozyten an die ACC nach Endotheldenudation.

Innerhalb der ersten Minuten nach Freilegung der subendothelialen Matrix inter-
agierten zahlreiche Wildtypthrombozyten transient mit der GefaBwand (2530 + 82 Throm-
bozyten/mm?) (Abb.14 a-c). Nahezu alle Wildtypthrombozyten, die mit der subendothelia-
len Matrix Kontakt aufnahmen, zeigten in der Folge eine irreversible stabile Bindung
(2089 + 28 Thrombozyten/mm?) (Abb.14 a-c). Der Verlust von VASP in Thrombozyten
fiihrte zu einer signifikant hoheren Anzahl transient adhdrenter Thrombozyten (3191 + 144
Thrombozyten/mm?, p < 0,05 vs. Wildtypthrombozyten) und zu vermehrter fester Throm-
bozytenadhision im Vergleich zu Wildtypthrombozyten (2753 + 128 Thrombozyten/mm?,
p < 0,05 vs. Wildtypthrombozyten). Somit ist VASP an der Regulation sowohl der Throm-
bozyten-Endothelzellinteraktion als auch an der Interaktion zwischen Thrombozyten und

der subendothelialen Matrix beteiligt.
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Nativzustand nach endothelialer Denudation

Abbildung 12:

Thrombozytenadhé&sion nach endothelialer Denudation. Elektronenmikroskopische Auf-
nahme der Karotiden vor (linkes Bild) und nach endothelialer Denudation (rechtes Bild).
Endotheliale Denudation fordert die Thrombozytenadhésion. Die Balken entsprechen
Spum.

4.2.3 GPIIb-IIIa vermittelt die Adhision von VASP”-Thrombozyten an die suben-
dotheliale Matrix.

GPIIb-IITa vermittelt, wie bereits gezeigt, die Thrombozytenadhésion an das intakte
Endothel in VASP”-Miusen. In einem weiteren Ansatz untersuchten wir nun die Bedeu-
tung von GPIIb-Illa fiir die Adhédsion von VASP'/'-Thrombozyten an die verletzte Gefal3-
wand. Wildtyptiere wurden mit einem monoklonalen anti-GPIIb-IIIa-Antikérper vorbe-
handelt. Anschliefend wurde das Endothel der ACC denudiert, und den Tieren wurden
fluoreszenzmarkierte VASP” ~Thrombozyten injiziert. Das Adhésionsverhalten wurde
wiederum intravitalmikroskopisch analysiert. Die Vorinkubation mit dem blockierenden
Antikdrper verminderte die feste Adhision VASP"-defizienter Thrombozyten an die frei-
gelegte subendotheliale Matrix deutlich (Reduktion um 62% im Vergleich zu PBS-
vorbehandelte Thrombozyten). Die transiente Thrombozytenadhédsion war hingegen nicht
signifikant verandert (Abb.13).

Dies unterstiitzt das Konzept, dass der Verlust der VASP-abhingigen GPIIb-IlIa-
Inhibition zumindest teilweise dafiir verantwortlich ist, dass die Adhésion der VASP”-
Thrombozyten sowohl an das intakte Endothel als auch an Stellen geschédigter Gefal3-

wand, verstarkt ist.
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Abbildung 13:

Der Einflussvon GPI1b-I11a auf dielockere Adh&sion und die feste Adhasion von VASP™-
Thrombozyten nach endothelialer Denudation. Wildtyptiere wurden mit 50ug anti-GPI 1 b-
I11a vorbehandelt. Anschlieffend wurde das Endothel der ACC denudiert. Die Darstellung
fluoreszenzmarkierter Thrombozyten erfolgte intravitalmokroskopisch an der Stelle, an der
das Gefan verletzt war. Die Balken zeigen den prozentualen Anteil der Anheftungs- und
Adhasionshemmung der Thrombozyten durch anti-GPIIb-I11a (n=5) im Vergleich zu PBS-
behandelten Mausen (n=4). Mittelwert + Standardfehler.

4.2.4 VASP-Thrombozyten sprechen nicht auf Stickstoffmonoxid an

NO ist als auBerordentlich wichtiger endogener Thrombozytenantagonist bereits be-
kannt.®” Es bewirkt die Thrombozytenhemmung durch Aktivierung der cGMP-
abhingigen Proteinkinase 1.>* Um festzustellen, ob VASP die NO/cGMP-abhingige Regu-
lation der Thrombozytenadhdsion vermittelt, tiberpriiften wir in einem weiteren Ansatz die
Bedeutung von NO fiir das Adhisionsverhalten von Wildtyp- und VASP"-Thrombozyten
an die verletzte GefiBwand. Fluoreszenzmarkierte Wildtyp- bzw. VASP”-Thrombozyten
wurden mit dem NO-Donoren Spermine-NO vorbehandelt und anschlieend mit Thrombin
stimuliert. Mithilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie wurde die Adhision thrombi-
naktivierter Thrombozyten an die verletzte GefdBwand der ACC von Wildtypmausen dar-
gestellt. In Wildtypthrombozyten, die mit NO vorbehandelt waren, sank die transiente

Thrombozytenadhésion an die geschidigte GefdiBwand um anndhernd 56%, die feste Ad-
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hésion sank um 57% (Abb.14 a-c). Bei VASP-defizienten Thrombozyten dagegen fehlte
eine signifikante Antwort auf NO: Die transiente Thrombozytenadhdsion wurde um 8%,

die feste Adhésion um 9% reduziert (p < 0,05 vs. Wildtypthrombozyten).
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Abbildung 14:

NO hat keinen Einfluss auf die Adh&sion von VASP"-Thrombozyten an die verletzte GefaRwand.
Fluoreszenzmarkierte Wildtyp- beziehungsweise VASP”-Thrombozyten wurden mit PBS (Kontrol-
le) bzw. dem NO-Donoren Spermine-NO vorinkubiert. Es folgte eine Stimulation entweder mit
0,2U/ml Mausthrombin oder mit PBS. Die lockere Anheftung (a) und die feste Adhasion (b) an die
verletzte GefalBwand der ACC wurde mithilfe intravitalmikroskopischer Aufnahmen analysiert.
Mittelwerte + Standardfehler, n=5 jeder Gruppe. *: p < 0,05 vs. Kontrolltiere. (c) Die fluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen zeigen die Adhasion von Wildtyp- und VASP”-Thrombozyten nach
endothelialer Denudation in der Abwesenheit beziehungsweise Anwesenheit von Spermine-NO. Die
Balken entsprechen 50 pm.

4.2.5 VASP reguliert die Thrombozyten-Endothelzellinteraktion in der frithen A-

therosklerose

Bei den initialen Ereignissen des atherogenen Prozesses ist die Adhidsion von
Thrombozyten an das Gefallendothel von zentraler Bedeutung. Sie geschieht schon frith im
Verlauf der Atherosklerose und geht strikt der Leukozyteninfiltration und Plaqueformation
voraus.”® Um die Beteiligung von VASP an der Regulation der Thrombozytenadhision an
der atherosklerotisch verdnderten GefdBwand herauszuarbeiten, injizierten wir fluores-
zenzmarkierte Wildtyp bzw. VASP”-Thrombozyten in 10 Wochen alte ApoE’-

Empfingermause, die zuvor iiber einen Zeitraum von 6 Wochen mit einer Cholesterindiét
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gefiittert worden waren. Die Thrombozytenadhdsion an der Bifurkation der ACC unter-
suchten wir wiederum intravitalmikroskopisch. Die Adhédsion von Wildtypthrombozyten
(ApoE™", VASP™") an das ApOE'/'-Endothel war um den Faktor 2 gesteigert im Vergleich
zu den Wildtypempfangertieren. Der Verlust von VASP in Thrombozyten fiihrte zu einer
weiteren Steigerung der Thrombozytenadhésion in den atherosklerotisch verdnderten Ge-
faBen von ApoE”-Miusen. Die Zahl der VASP”-Thrombozyten, die fest an der Gefi-
wand von ApoE”-Miusen adhirierten, ist nahezu um den Faktor 4 gestiegen im Vergleich
zu VASP"*-Thrombozyten (Abb.15). Obwohl sowohl Thrombozyten als auch Endothelzel-
len VASP exprimieren, war allein der Verlust des thrombozytiren VASP fiir die erhdhte
Thrombozyten-Gefdawandinteraktionen in atherosklerotisch betroffenen Méusen verant-
wortlich. Dies macht deutlich, dass unter den pathophysiologischen Bedingungen der A-
therosklerose das in der GefaBwand exprimierte VASP nicht ausreicht, die Thrombozyte-

nadhésion zu vermindern.
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Abbildung 15:

Die Bedeutung von VASP fur die Regulation der Thrombozytenadhasion an die athe-
rosklerotisch veranderte GefaRwand. ApoE™- M&usen wurden Wildtyp- beziehungsweise
VASP-Thrombozyten injiziert. Die Thrombozytenadhasion wurde in situ in der rechten
ACC fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. Mittelwerte + Standardfehler. *: p < 0,05 vs.
Wildtypen.
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4.2.6 Der Verlust von VASP induziert die Mediahypertrophie

Um zu kldren, inwieweit die bei VASP-Nullmutanten gesteigerte Thrombozytenadhasi-
on mit einer Steigerung fortgeschrittener atherosklerotischer Verdnderungen einhergeht, er-
folgte die histomorphometrische Analyse der morphologischen Verdnderung im Bereich der
Media. Die fortgeschrittene Atherosklerose zeigt sich besonders in der Media des Gefél3es.
Hypertrophie und Sklerose sind histologisch deutlich zu erkennen und ihre Quantifizierung
lasst eine Aussage iliber das Ausmall und die Progredienz der Atherosklerose zu. Fiir die
histomorphometrische Quantifizierung der Mediaproliferation in VASP"- beziehungsweise
Wildtyptieren, fertigten wir Serienschnitte der Aortenwurzel an und férbten sie anschlieend
zur Identifikation der einzelnen anatomischen GefaBstrukturen mit Elastica van Giesson. Die
histologischen Bilder der Aortenwurzel auf Hohe der Klappenebene werteten wir nach einem
standardisierten Protokoll aus. Indem wir die von der Membrana elastica interna und externa
begrenzten Mediaflache ins Verhéltnis zur von der Membrana elastica externa (Grenzschicht
zwischen Media und Adventitia) begrenzten Gesamtfliche des Gefidlles setzen, konnten wir

++

schlieBlich das Ausmaf} der Mediaproliferation in den Hauptgefilen von VASP" - und

VASP""-Miusen erfassen. Die Mediafliche ist als prozentualer Anteil der gesamten GefaB3fla-
che angegeben und hat sich bei VASP"-Miusen im Vergleich zu VASP™"-Tieren nahezu
verdoppelt. Hingegen zeigte sich kein Effekt auf die Intimaproliferation (Abb.16 a,b).

Es werden weitere experimentelle Untersuchungen notwenig sein, um die zugrunde lie-

genden Mechanismen der Mediaproliferation besser erkldren zu kdnnen.
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Abbildung 16:

Der Einfluss von VASP auf das vaskuldre Remodeling. Darstellung des Querschnitts durch den
Aortenursprung von Wildtyp- und VASP”-M&usen. (a) Die Flache der Media wurde als prozentua-
ler Anteil der gesamten Gefaf3flache berechnet. Mittelwerte + Standardfehler, n=6 jeder Ver-
gleichsgruppe, *: p < 0,05 vs. Wildtyp-Tiere an. (b) Histologische Aufnahmen des Aortenursprungs
bei 20facher VergroRerung . Im linken Bild ist die Aorta mit der Basis der Taschenklappen und der
abzweigenden Koronararterie einer Wildtypmaus dargestellt. Im rechten Bild sieht man die deut-
lich verbreiterte Aortenwand, ebenfalls mit der Basis der Taschenklappen und der abzaweigenden
Koronararterie einer VASP'-Maus.
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S  DISKUSSION

Zwischen dem Beginn atherosklerotischer Gefaf3veranderung und der klinischen Aus-
prigung der Erkrankung liegt eine sehr grofle Zeitspanne. Dieser Zeitraum der prodromalen
Phase ermdglicht priaventive Maflnahmen, die nur verbessert werden konnen, wenn die Pa-
thomechanismen der Initiation und Progression frither atherosklerotischer Lédsionen weitge-
hend geklart sind.

In der vorliegenden Arbeit soll anhand des Tiermodells der VASP-Knockout-Maus der
Einfluss des Proteins auf die Thrombozytenadhdsion an das Gefdendothel in bestimmten
physiologischen und pathophysiologischen Situationen deutlich gemacht werden. Des Weite-
ren soll die Regulation der Thrombozytenfunktion durch VASP im frithen atherosklerotischen

Geschehen genauer untersucht werden.

5.1 DISKUSSION DER ANGEWANDTEN EXPERIMENTELLEN VERFAHREN

5.1.1 Das Tiermodell

Kardiovaskuldre Erkrankungen unterliegen sehr komplexen und multifaktoriellen Pro-
zessen. Ein besonderes Anliegen vieler Arbeitsgruppen ist es, herauszufinden, welche Zellin-
teraktionen und molekularen Mechanismen, aber auch welche genetischen und umweltbe-
dingten Faktoren in jedem Stadium des Entstehungsprozesses beteiligt sind."' Fiir diese kom-
plexen Fragen ist es erforderlich, ein in vivo Modell zu etablieren, das die zelluldren Struktu-
ren und die Morphologie des menschlichen Organismus moglichst genau imitieren kann. Ex-
perimente, die zu sehr von den Vorgidngen im Menschen abweichen oder sich zu sehr auf in
vitro Systeme stiitzen, konnen zu falschen Schlussfolgerungen fiihren.

Bei der Versuchsplanung stellte sich die Frage, an welchem Tiermodell die Untersu-
chungen vorgenommen werden sollten. Hier fiel die Wahl aus den folgenden Griinden auf die
Maus: Ein besonderer Vorteil liegt in der genetischen Manipulierbarkeit der Maus. Die Her-
stellung bestimmter Knock-out-Stamme ist sehr gut erforscht und entwickelt.””'” Durch den
Einsatz gezielter Mutationen, durch die die Synthese und damit Funktion bestimmter Proteine

verhindert wird, erhilt man Hinweise auf deren Wirkung und Einfluss als Regulatorproteine
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gegeben. Im vorliegenden Fall ist es die Thrombozytenfunktion, deren Regulation durch das
Protein VASP genauer analysiert werden sollte. Der gezielte Knockout dieses Proteins ermog-
lichte es uns, dessen Einfluss auf das Adhésionsverhalten der Thrombozyten an die Gefal3-
wand in vivo ndher zu untersuchen.

Bei einem weiteren, ebenfalls in dieser Studie angewandten Modell, fiihrt die gezielte
Ausschaltung des Apolipoproteins E zur atheroprogressiven Entwicklung, die der des Men-
schen sehr dhnlich ist."*"'% Die ApoE-defiziente Maus ist als Modell besonders fiir die frithe
Atherosklerose geeignet, da spétere Stadien der Plaqueruptur nicht beobachtet werden kon-

nen.68’108

In vorangehenden Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe konnte in intravitalmikrosko-
pischen Untersuchungen gezeigt werden, dass es bereits vor der Manifestation atheroskleroti-
scher Lésionen zu gesteigerten Thrombozyten-Endothelzellinteraktionen im Bereich der Ca-
rotisbifurkation kam.’® Ein weiterer Aspekt unserer aktuellen Untersuchungen war daher nun
die Analyse der Beteiligung von VASP an der Regulation der Thrombozytenadhésion an die
atherosklerotisch verdnderte Gefilwand. Aus diesem Grund griffen wir in der vorliegenden
Studie auch auf dieses Knockoutmodell zuriick.

Ein weiterer Vorteil des Mausmodells besteht darin, dass bestimmte Proteine, wie in
diesem Fall GPIIb-IIla, sowie P-Selektin, gezielt durch Antikorper blockiert werden konnen.
Antikorper und anderen Reagenzien sind durch die weite Verbreitung des Mausmodells ein-
fach kommerziell erhltlich und gut wirksam.

Einige praktische Argumente fiir die Auswahl des Versuchstiers sind die leichte Hand-
habbarkeit, Nachzucht und Verfiigbarkeit der Maus. Ebenso ist die Grof3e der Maus ein weite-
rer vorteilhafter Aspekt. Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie wird durch die Schichtdicke
des zu durchdringenden Gewebes limitiert. Die GefaBwand der groen, herznahen Arterien
einer Maus ist jedoch so diinn, dass Thrombozyten-GefdaBwandinteraktionen von der Adventi-

. . . . . . . v 1. 52.68.108
tia aus beobachtet werden konnen. Bei gro3eren Tieren wire das nicht moglich.”™>

5.1.2 Intravitalmikroskopische Charakterisierung der Zell-Zell-Interaktionen

Um die Thrombozytenadhésion zu analysieren, bendtigten wir eine Methode, mit der
Interaktionen zwischen Zellen gezielt beobachtet und biologische Interaktionen zwischen

Blutbestandteilen und der Gefidflwand besser verstanden werden konnten. Die Intravital-
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mikroskopie ist hervorragend dafiir geeignet, Aussagen iiber die physiologischen und pa-
thophysiologischen Zellinteraktionen, sowie deren Auswirkung auf die Himodynamik zu ma-
chen. Zusitzlich ist es moglich, mithilfe der Intravitalmikroskopie physiologische und pa-
thophysiologische Prozesse direkt im lebenden Organismus, in einzelnen Zellen und Zellsys-
temen darzustellen. Der grofle Vorteil gegeniiber in vitro-Versuchen besteht somit darin, dass
sich die Zellen in ihrem physiologischen Milieu und unter den dort iiblichen Flussbedingun-
gen befinden.

Fiir die Zielsetzung dieser Arbeit wahlten wir ein moglichst aussagekriftiges Untersu-
chungsgebiet. Bifurkationen und Gefdflabzweigungen sind der Hauptentstehungsort flir Tur-
bulenzen und dem Kontakt der zelluldren Blutbestandteile mit der GefaBwand. Zu den beson-
ders relevanten Gebieten zihlen die Abzweigung der Koronararterien, der Aortenbogen, die
Aortenklappen und die ACC besonders im Bereich der Bifurkation in A. Carotis Interna und

112898 Die in vivo-Untersuchung der Koronarien und der Aorta ist ein schwer zugéng-

Externa.
liches und nur mit erheblichem chirurgischen Aufwand durchzufiihrendes Unterfangen, wel-
ches zudem einen schwerwiegenden Eingriff in die Physiologie des Blutflusses darstellt. Die
Exploration der ACC hingegen stellt durch den unkomplizierten chirurgischen Zugang und
die schonend durchfiihrbare Préparation einen weitaus geringeren und praktischeren Eingriff
in den Organismus dar. Es war somit mdglich, an unterschiedlichen Stellen der ACC den
Blutfluss darzustellen und das Adhédsionsverhalten der Thrombozyten direkt in Situ zu unter-

suchen. Aus den genannten Griinden war diese Methode flir unsere Studie besonders geeignet,

die Erkenntnisse tiber Zell-Gefaflwandinteraktionen zu erweitern.

5.1.3 Histomorphometrische Charakterisierung und Quantifizierung der Atheroskle-

rose

Der Verlauf der Atherosklerose zeigt sich in GefiBwandverdnderungen, die sich auf his-
tologischer Ebene darstellen lassen. Initial wird mikroskopisch eine Intimaverdickung und
Schaumzellbildung (= Lipidspeichermakrophagen) sichtbar, die fortschreitend in eine Media-
hypertrophie und Cholesterinkristalle enthaltende Nekrosen iibergeht. Dies kann bis hin zur
Plaqueruptur, Thrombusbildung, Aneurysmenbildung und GefdBverschliissen fiihren. Die

Moglichkeit der mikroskopischen Darstellung dieser Vorginge macht die Histologie zu einer
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geeigneten Methode, die Ausmal3e und vor allem die Progredienz der Atherosklerose darzu-
stellen. Dartiber hinaus ist es moglich, die Gefdverdnderungen mit Auswertungsprogrammen
zu quantifizieren und die Ergebnisse untereinander zu vergleichen.

Der Aortensinus diente bereits in vielen Atherosklerosestudien der Maus als Grundlage
fiir quantitative und qualitative Aussagen. Er stellt einen der wichtigsten Manifestationsorte
der Atherosklerose dar. Aus bereits vorhandenen Vergleichsstudien wurde deutlich, dass die
artherosklerotische Plaquebildung bevorzugt an Stellen des arteriellen Gefa3bettes auftreten,
an denen starke Wirbelbildungen und hohe Scherkrifte wirken. Dies sind im Besonderen Ge-
faBabginge, Klappen und Bifurkationen. Aulerdem sind die Segel der Aortenklappe ein gut
standardisierbarer Orientierungs- und Ausgangspunkt fiir Serienschnitte.”’

Wir wihlten die Ealstica van Giesson-Fiarbung, weil sie die anatomischen GefaB3struktu-
ren durch unterschiedliches Anfarben der einzelnen Bindegewebsbestandteile am differenzier-
testen darstellen kann und sich damit besonders gut fiir unsere Auswertung eignete.

Mithilfe der Serienquerschnitte war es moglich, die komplette Ausdehnung der Plaque
zu erfassen, sie durch histomorphometrische Auswertung zu quantifizieren und untereinander
zu vergleichen. Dass wir mit unserer Methode die gesamte Plaquefldache erfasst hatten, wurde
dadurch bestidtigt, dass auf den Schnitten, die am weitesten von der Koronarabzweigung ent-
fernt waren, nur noch intakte unverdnderte Arterienwand zu sehen war. Die Abzweigung der
Koronararterien diente uns als standardisierter Ausgangspunkt. Das Ausmessen von Serien-
querschnitten und die dadurch erméglichte Quantifizierung der Plaquefldche ist ein bereits in
zahlreichen Studien angewandtes und bewihrtes Verfahren.*>%"’

Ein Nachteil ist jedoch, dass keine funktionelle Aussage liber den Pathomechanismus
gemacht werden kann und, dass Lésionen erst in relativ weit fortgeschrittenem Stadium histo-
logisch sichtbar werden. Deswegen eignet sich diese Methode zur Darstellung vorangeschrit-
tener Ldsionen. Sie gab uns einen Ausblick auf den moglichen Einfluss von VASP auf die
Mediasklerose im Stadium fortgeschrittener Atherosklerose. Hierzu werden jedoch Folgestu-
dien notwendig sein.

Das Auswertungsprogramm mithilfe einer entsprechenden Bildanalysesoftware ist
durch seine schnelle und akkurate Handhabbarkeit die Methode der Wahl fiir Studien an
Mausmodellen, die durch gezielte Mutation oder cholesterinreiche Fiitterung signifikante

artherosklerotische Gefaf3verdnderungen entwickeln. Es erlaubt zusitzlich den Vergleich mit
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anderen Species.”’ Ein Nachteil besteht im Fehlen der dreidimensionalen Darstellbarkeit einer
Lision. Die Hohenlokalisation und die Unterschiede zwischen frithen und fortgeschrittenen
Lésionen im gleichen Areal werden nicht beriicksichtigt. Erst in Kombination mit der Histo-
morphometrie (Anfertigen von Serienquerschnitten, die sich iiber die gesamte Lésion hinweg

erstrecken) konnen zumindest {iber die Hohenlokalisation ndhere Angaben gemacht werden.

5.2 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

Die Ergebnisse dieser Arbeit sowie bereits vorangegangener Studien der Arbeitsgruppe
>>%¢ macht die maBgebliche Beteiligung der Thrombozyten an initialen Mechanismen der
Atherosklerose deutlich. Sie identifizieren zudem VASP als negativen Regulator der
Adhidsion von Thrombozyten an die ungeschéddigte, sowie auch an die pathologisch
verdnderte GefdBwand. Dies konnte in der vorliegenden Studie unter physiologischen
Bedingungen, sowie in verschiedenen pathophysiologischen Situationen in vivo gezeigt
werden.

Die Thrombozytenadhdsion wird durch Stoffe, die die Konzentration von cAMP und
c¢GMP erhdhen, deutlich inhibiert. Dies geschieht sowohl unter physiologischen Bedingungen,

wie auch unter pathophysiologischen Bedingungen.*’**

Die weiterfiihrende Signaltransduk-
tionskaskade, die in die cAMP- und cGMP-abhéngige Inhibition der Thrombozytenadhésion
mit einbezogen ist, bleibt jedoch widerspriichlich. Ein hauptsédchliches Substrat der cAK, so-
wie der cGK ist VASP, ein 46/50 kDa Protein, das in hohen Konzentrationen in Thrombozy-

d.**">"! Die in vivo Bedeutung von

ten, Endothel- und glatten Muskelzellen exprimiert wir,
VASP im Bezug auf die Thrombozytenfunktion war bisher wenig verstanden.

In der vorliegenden Studie nutzten wir die intravitale Fluoreszenzmikroskopie, um di-
rekt die Rolle von VASP fiir die Regulation der Thrombozyten Geféalwandinteraktionen in
Vivo zu untersuchen. Die Ergebnisse zeigen, dass VASP an der Hemmung der Thrombozyten-
Endothelzellinteraktionen unter physiologischen Bedingungen in der ACC und in der intesti-
nalen Mikrozirkulation beteiligt ist. Dartiber hinaus wurde durch den Verlust von VASP die
Thrombozyten-GefaBwandinteraktionen (I) nach Ischdmie und Reperfusion, (II) als Antwort

auf eine endotheliale Denudation und (III) in atherosklerotisch verdnderten Gefdl3en bei Miu-

sen drastisch gesteigert. Sowohl P-Selektin als auch GPIIb-IIla waren an Thrombozyten-
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Endothelzellinteraktionen in VASP”-Mzusen unter physiologischen Bedingungen beteiligt.
GPIIb-Illa trug zur erhdhten Adhision von VASP”-Thrombozyten nach endothelialer Denu-
dation an die subendotheliale Matrix bei.

Zusammengenommen unterstiitzen diese Ergebnisse das Konzept, dass sowohl unter
physiologischen, als auch unter pathophysiologischen Bedingungen, Mediatoren, die die Kon-
zentration von cAMP- und cGMP erhoéhen, die Thrombozytenadhésion in vivo negativ beein-
flussen. Zu diesen Stoffen zdhlen NO und Prostazyklin, die iiber VASP ihre Wirkung entfal-
ten. Interessanterweise war allein der Verlust des thrombozytdren VASP fiir die vermehrte
Thrombozytenadhdsion nach GefaBwandschddigung oder atherosklerotischer Verdnderung
verantwortlich. Im Gegensatz dazu war in Abwesenheit einer endothelialen Zelldysfunktion
oder endothelialer Denudation der alleinige Verlust von thrombozytirem VASP nicht mit
erhohter Thrombozytenadhdsion an die GefdBwand verbunden. Daraus kann man wiederum
schlielen, dass die alleinige Anwesenheit von VASP in der GefdBwand (Endothelzellen, glat-
ten Muskelzellen) nicht ausreicht, die Thrombozytenadhésion im Zustand endothelialer Dys-
funktion oder nach Freilegung der subendothelialen Matrix zu verhindern.

Eine frithere Untersuchungen von Aszddi et al.’ hat interessanterweise deutlich ge-
macht, dass VASP”-Thrombozyten im Vergleich zu Wildtypthrombozyten einen schnelleren
»shape change™ und eine schnellere Aggregation als Antwort auf Kontakt mit Kollagen zei-
gen. Ebenso war die agonisteninduzierte Fibrinogenbindung durch GPIIb-IIla an die Throm-
bozytenoberfliche in der Abwesenheit von VASP deutlich erhoht. Die Verdanderungen in der
Thrombozytenfunktion, die in VASP”"-Miusen beobachtet werden konnten, fiihrten zu keiner
Anderung der Blutungszeit der Miuse. Wir konnten zeigen, dass Thrombozyten-
Endothelzellinteraktionen in VASP”-Mausen sogar unter physiologischen Bedingungen er-
hoht sind. Diese offensichtliche Diskrepanz vermag darauf schlieBen zu lassen, dass das Feh-
len von VASP zu einer feinen Verdnderung in der Thrombozyten-GefdBwandinteraktionen
fiihrt, die durch andere inhibitorische Wege wihrend der Hdmostase liberdeckt werden. Hier
ist jedoch wichtig zu erwihnen, dass der Aussagewert der Blutungszeit und der Thrombozy-
tenzdhlung iiber Ereignisse, die der normalen Hédmostase zugrunde liegen, nicht erwiesen
ist.*® Dies bedeutet, dass es keinen klaren Zusammenhang zwischen reduzierter Blutungszeit

und thrombotischem Risiko gibt.*®
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Im Gegensatz zu VASP”-Mutanten, zeigten Méuse mit mangelhafter cGKI vermehrte
Thrombozytenadhdsion nach Ischimie und Reperfusion, jedoch nicht unter Ruhebedingun-
gen.” Dies weist darauf hin, dass unter physiologischen Bedingungen die Wirkung von einem
der beiden, cGMP oder cAMP, ausreicht, die antiadhdsiven Eigenschaften der endothelialen
Oberflache aufrechtzuerhalten. Folglich kann im physiologischen Zustand ein Defekt der
NO/cGKI/VASP-Kaskade durch Prostazyklin, das aus dem Endothel stammt und durch die
nicht betroffene cAK/cAMP/VASP Kaskade wirkt, kompensiert werden.”*” In VASP-
defizienten Méusen war die Thrombozytenadhédsion auch ohne Verletzung der GefalBwand
signifikant erhdht. Dies unterstiitzt erneut die Hypothese, dass sich VASP an der Schnittstelle
beider antiadhdsiv wirkender Signalkaskaden befindet und, dass der Verlust von VASP nicht
durch den einen oder anderen cGKI- bzw. cAMP-abhingigen Signalweg kompensiert werden
kann.

Bei Prostazyklin vermutet man, dass es der basalen Kontrolle der Thrombozytenaktivi-
tit in physiologischem Zustand dient.”® Dagegen scheint NO und die nachfolgende Signalkas-
kade iber ¢cGMP und die cGKI besonders fiir die Inhibition der Thrombozyten-
GefiBwandinteraktion unter pathopysiologischen Bedingungen relevant zu sein.”*>* Um nach
dieser Erkenntnis der Bedeutung von VASP fiir die NO-abhéngige Inhibition der Thrombozy-
tenadhdsion unter pathophysiologischen Bedingungen weiter nachzugehen, bestimmten wir
die Effekte von NO auf die Adhésion von Wildtyp und VASP”-Thrombozyten nach Verlet-
zung der GefdBwand. In Wildtypmédusen verminderte sich die Thrombozytenanheftung und -
adhésion an das geschédigte Gefdflsegment durch den Einfluss von NO deutlich. Im Gegen-
satz dazu hatte NO in VASP-defizienten Thrombozyten keinen hemmenden Effekt auf die
Thrombozytenrekrutierung an die GefdBwand nach endothelialer Denudation. Folglich ist
VASP fiir die NO-abhéngige Inhibition der Thrombozytenadhésion nach Verletzung des Ge-
faBes in vivo unerlédsslich. Dariiber hinaus kann der Verlust von VASP nicht durch andere
Wege, die die cGKI einschliefit, ersetzt werden. Eine Moglichkeit wire, neben weiteren mog-
lichen Wegen, die Phosphorylierung des Thromboxanrezeptors'*>, dem Substrat der Inositol
1,4,5-triphosphat rezeptorassoziierten cGMP Kinase (IRAG).>**

Neuere Erkenntnisse verdeutlichen den Einfluss von VASP auf die Regulation der Ad-
hésionsrezeptoren, zu denen das P-Selektin gehdrt und auf den thrombozytéren Fibrinogenre-

zeptor GPIIb-I1Ia. Sowohl P-Selektin als auch GPIIb-IIla sind grundlegend an Thrombozyten-
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GefdlBwandinteraktionen beteiligt. Hauser und seine Mitarbeiter berichteten bereits, dass
VASP an der Hemmung der agonisteninduzierten P-Selektin Expression auf Thrombozyten
beteiligt ist."*”* Zusitzlich dazu gibt es wachsende Erkenntnis iiber die Rolle von VASP bei
der Modulation der GPIIb-IIla Ligandenbindungsaffinitit: (I) VASP und Integrine sind ge-
meinsam entlang hochdynamischer filamentirer Membranstrukuren lokalisiert.*™** (II) Die
VASP-Phosphorylierung geht mit reduzierter Fibrinogenbindungsaffinitdt an GPIIb-IIla ein-
her.*® (III) VASP”"-Mutanten zeigen erhdhte Aktivierung des thrombozytiren GPIIb-IIla und
vermehrte Aggregation auf Stimulation mit Kollagen.>** (IV) Die Inhibition der Thrombozy-
tenaggregation durch niedrige Konzentrationen zyklischer Nukleotide ist in VASP”-Mzusen
reduziert.*** In der vorliegenden Studie zeigten wir zum ersten Mal in vivo, dass sowohl P-
Selektin als auch GPIIb-IIla grundlegend an der Rekrutierung von Thrombozyten in VASP™-
Mausen unter physiologischen Bedingungen beteiligt ist. Dariiber hinaus tragt GPIIb-IIla zur
festen Adhision von VASP”-Thrombozyten nach endothelialer Denudation der Arterienwand
bei. Dies unterstiitzt die Annahme, dass der Verlust von VASP mit einer vermehrten P-
Selektin und GPIIb-I1Ia-Bereitstellung und -Aktivierung einhergeht. Hiermit wird die biologi-
sche Bedeutung des vasodilator-stimulated Phosphoproteins als ein negativer Regulator der
Thrombozytenadhésion weiter erhértet.

Bedeutenderweise wurde gezeigt, dass NO die agonisteninduzierte GPIIb-IIla Aktivie-
rung auf Thrombozyten hemmt und die P-Selektin-Expression auf Endothelzellen und auf
Thrombozyten abschwécht. Thrombozyten schiitten nach Aktivierung groe Mengen NO
aus.”’ Sie scheinen deswegen die Fahigkeit zu besitzen, ihre Adhision und Aggregation durch
NO-abhéngige auto- und parakrine Mechanismen selbst zu regulieren. Die Basis unserer bis-
her gewonnenen Erkenntnisse beinhaltet, dass die Thrombozytenadhésion an das Endothel in
der Abwesenheit von VASP erhdht ist und VASP” ~Thrombozyten nicht auf Stickstoffmono-
xid ansprechen. Vor diesem Hintergrund kann behauptet werden, dass der Verlust von VASP
die NO-abhdngige thrombozytire auto- und parakrine Regulation unterbricht und mit ver-
mehrter Aktivierung und Bereitstellung thrombozytdrer und endothelialer Adhésionsrezepto-
ren einhergeht. Dies zeigt sich in erhohter P-Selektin-Oberflachenexpression und Fibrinogen-
bindungskapazitit der Thrombozyten und Endothelzellen sowohl unter physiologischen als
auch pathophysiologischen Bedingungen. Abgesehen von P-Selektin und GPIIb-Illa werden

vermutlich noch weitere Rezeptor-Ligandeninteraktionen durch den NO/VASP-Signalweg



-52-

gesteuert. Dazu zdhlen die GPVI- und die GPIa-Ila-Kollageninteraktionen. Unsere Beobach-
tungen einer erhohten Thrombozytenadhision in VASP”-Thrombozyten, was ein nahezu
GPIIb-IIla-unabhéngiger Prozess zu sein scheint, unterstiitzt diese Annahme. Es werden je-
doch weiterfiihrende Studien notwendig sein, diese zusidtzlichen Mechanismen nidher zu ana-
lysieren.

Der exakte Mechanismus der VASP-abhéngigen Regulation der P-Selektin Expression
und der GPIIb-IIIa Funktion ist bisher noch nicht endgiiltig entschliisselt worden. Man hat
jedoch bereits herausgefunden, dass VASP an der Regulation des Aktinzytoskeletts™" betei-
ligt ist und, dass die Phosphorylierung von VASP seine Interaktion mit Aktinfilamenten®” und
seine Lokalisation an fokalen Adhésionsstellen in intakten Zellen® vermindert. Deshalb kann
man annehmen, dass die VASP-abhingige Regulation der Integrine auf Thrombozyten im
Zusammenhang mit einer Modulation des Aktinzytoskeletts steht. Daraus ergibt sich wieder-
um eine entsprechende Anderung in der Integrinanordnung und Ligandenbindungsaffinitit.
Ahnliche Mechanismen sind vermutlich auch der Grund fiir die VASP-abhingige o-
Granulaausschiittung mit nachfolgender P-Selektin Expression.

Zusammenfassend kann man sagen, dass wir in vivo die Beteiligung von VASP als ne-
gativen Regulator der Thrombozytenadhision an die GefidBwand einerseits unter physiologi-
schen Bedingungen deutlich gemacht haben. Andererseits ist der Verlust von VASP mit einer
erhohten Thrombozytenrekrutierung am postischamisch verdnderten intestinalen Mikrogefal3-
system und mit signifikant verstarkter Thrombozytenadhision an die atherosklerotisch verén-
derte GefiBwand verbunden. Letzteres scheint besonders von Bedeutung zu sein, da man
geringere Konzentrationen phosphorylierten VASPs in atherosklerotisch verdnderten Gefa-
en beobachtet hat. Die Hemmung der agonisteninduzierten Thrombozytenadhésion durch
den NO/cGMP Signalweg ist in VASP’ "~Thrombozyten deutlich eingeschrinkt.

Diese Daten erweitern mafigeblich unsere Kenntnisse, inwiefern die Thrombozytenad-
hésion in vivo reguliert wird und macht die Wichtigkeit des vasodilator-stimulated

Phosphoproteins in diesem Prozess deutlich.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Sowohl die Thrombozytenadhésion als auch ihre Aktivierung im Bereich der Gefal3-
wand stellen initiale Schritte innerhalb der Entstehung atherosklerotischer Gefaf3ldsionen dar.
Diese Lésionen bilden die Vorstufe arterieller Thrombosen und stehen somit in engem Zu-
sammenhang mit Gefdverschliissen und dem klinischen Bild des Myokardinfarkts und des
Schlaganfalls.

Prostazyklin und Stickstoffmonoxid hemmen die Thrombozytenadhésion, indem sie
tiber cAMP und cGMP-abhéngige Proteinkinasen eine wichtige inhibitorische Signaltrans-
duktionskaskaden in Thrombozyten aktivieren. Ein wichtiges Zielsubstrat fiir die Proteinkina-
sen ist das vasodilator-stimulated Phosphoprotein (VASP). Um die Bedeutung von VASP fiir
die Thrombozytenregulation in vivo herauszuarbeiten, untersuchten wir in der vorliegenden
Studie die Thrombozyten-GefaBwandinteraktionen an VASP-defizienten (VASP™") Miusen.
Unter physiologischen Bedingungen war die Thrombozytenadhdsion an die Endothelzellen in
VASP-Nullmutanten signifikant erhoht im Vergleich zu Wildtypméausen (p < 0,05). Der Ad-
hésionsrezeptor P-Selektin und der Fibrinogenrezeptor GPIIb-IIIa waren entscheidend daran
beteiligt. Unter pathophysiologischen Bedingungen verstarkte der Verlust von VASP die
Thrombozytenadhésion (I) an das Endothel postischdmisch verdnderter intestinaler Mikroge-
falle, (II) an die subendotheliale Matrix nach endothelialer Denudation und (III) an athe-
rosklerotisch verdnderte GefiBwinde ApoE-defizienter Méuse (p < 0,05 vs. Wildtyp). Die
gesteigerte Thrombozytenadhdsion in VASP-Nullmutanten sprach nicht auf Stickstoffmono-
xid an (p < 0,05 vs. Wildtypthrombozyten). Die gesteigerte Thrombozytenadhdsion bei
VASP"-Tieren zeigte sich in einer gesteigerten Mediasklerose und -hypertrophie (p < 0,05 vs.
Wildtyp).

Diese Daten machen zum ersten Mal deutlich, dass VASP in vivo die Thrombozytenak-
tivitat sowohl unter physiologischen als auch unter pathophysiologischen Bedingungen nega-
tiv beeinflusst. Hierdurch werden neue Horizonte in der Atheroskloseforschung eréffnet, in-
dem die Wichtigkeit von VASP als weiterer Ansatzpunkt innovativer Diagnostik und neuer

therapeutischer Ansitze deutlich gemacht wird.
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